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1.1 Das Prostatakarzinom 
 
Das Prostatakarzinom ist der häufigste Tumor des Mannes mit einer Inzidenz von 
48.650 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland und stellt die dritthäufigste krebs-
bedingte Todesursache nach Lungen- und Darmkrebs dar (Bertz et al., 2006). Als 
Risikofaktoren werden Alter, Verwandtschaft mit Patienten mit Prostatakarzinom und 
ethnische Zugehörigkeit (höhere Inzidenz bei Männern schwarzafrikanischer Her-
kunft) diskutiert. Mittlerweile wurden wichtige Hinweise gefunden, dass eine Entzün-
dung der Prostata am Prozess der Karzinogenese beteiligt ist (Nelson et al., 2004; 
Sugar 2006; De Marzo et al., 2007).  
Symptome treten meist in fortgeschrittenem Stadium auf, da der Tumor in den äuße-
ren Drüsenanteilen wächst und somit erst spät Schmerzen oder Störungen beim 
Wasserlassen verursacht. Als weitere Symptome können eine gestörte Blasenentlee-
rung und Blutbeimengungen im Urin vorkommen. Wenn bereits Knochenmetastasen 
vorhanden sind, kann es zu rheumatischen Beschwerden und Knochenschmerzen 
kommen. Da die klinische Symptomatik keinen zuverlässigen diagnostischen Para-
meter darstellt, sollten alle Männer ab 50 Jahren (bei familiärer Belastung ab 45 Jah-
ren) regelmäßig zur Vorsorgeuntersuchung gehen. Diese umfasst eine digital-rektale 
Untersuchung, bei der bereits kleine Unregelmäßigkeiten der Oberfläche getastet 
werden können. Eine weitere Möglichkeit bietet die Bestimmung der Serumkonzent-
ration des Prostata-spezifischen Antigens (PSA), die in einem Normbereich von 0-4 
ng/ml liegt. Da aber die Konzentration nicht nur bei einem Prostatakarzinom, sondern 
auch bei einem Prostataadenom, einer Prostataentzündung sowie nach körperlicher 
Anstrengung, Fahrradfahren oder Geschlechtsverkehr erhöht sein kann, wird sie 
nicht von den gesetzlichen Krankenkassen übernommen. Als weitere Möglichkeit 
steht ein rektaler Ultraschall zur Verfügung. Die sicherste diagnostische Methode 
stellt die Biopsie dar. Mit dem gewonnenen Material kann das grading sowie die Be-
stimmung des Gleason scores erfolgen. Die Beurteilung des Tumorstadiums sollte 
anhand des TNM-Systems beurteilt werden. Als Therapieoptionen stehen operative 
Verfahren, Strahlentherapie transkutan, als afterloading oder mittels seeds sowie bei 
Rezidiven oder Metastasierung eine Hormontherapie zur Verfügung.  
Nach wie vor stellen das hormonunabhängig wachsende Karzinom sowie die oft 
schon in frühen Krankheitsstadien ausgestreuten Tumorzellen, die zu nicht mehr 
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kontrollierbarer Metastasierung und zum Tod führen können, die Hauptprobleme bei 
der Therapie des Prostatakarzinoms dar. Daher beschäftigt sich die aktuelle For-
schung intensiv mit der Suche nach neuen Zielstrukturen, die eine gezielte Hem-
mung oder Zerstörung von Tumorzellen durch therapeutische Antikörper erlauben 
(Timme et al., 2003).  
Das Prostatakarzinom stellt ein besonders geeignetes Ziel für eine Immuntherapie 
dar, da die Prostata kein lebenswichtiges Organ ist und somit eine Zerstörung der 
Drüsenzellen nicht lebensbedrohlich ist. Außerdem ist die Prostata relativ prädispo-
niert für Entzündungen (Prostatitis, sexuell übertragbare Erkrankungen). Daher ist 
sicher, dass eine ausreichende Immunantwort gegen Prostatagewebe möglich ist 
(Webster et al., 2005). Zudem findet sich eine inverse Beziehung zwischen der Rezi-
divrate und der Anzahl von T-Lymphozyten, die sich im Tumorgewebe angesiedelt 
haben (Vesalainen et al., 1994). Das bedeutet, dass die zelluläre Immunität die Tu-
morprogression unterdrücken kann. Somit stellt die Stimulierung der T-Zell-Antwort 
einen wichtigen Mechanismus in der Proliferationshemmung und Zerstörung von 
Krebszellen dar (Hurwitz et al., 2003; Karnes et al., 2006). Diese Erkenntnisse wer-
den als therapeutischer Ansatz ebenso erforscht wie der Einsatz monoklonaler Anti-
körper in der Therapie des Prostatakarzinoms (siehe oben). Die aktuelle Forschung 
befasst sich vor allem mit der Zielstruktur ERBB2/HER-2, die bereits beim Mamma-
karzinom zu Therapieerfolgen geführt hat (Liu et al., 2005; Mendoza et al., 2002) und 
deren Blockierung durch einen monoklonalen Antikörper auch bei Tumormodellen 
der Prostata zu einer Wachstumshemmung geführt hat (Agus et al., 2002).  
 
1.2 Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern als neue Option in der Tu-
mortherapie 
 
Die Idee, Antikörper in der Therapie von Tumoren einzusetzen, formulierte bereits 
Paul Ehrlich vor über hundert Jahren (Ehrlich, 1900). Doch die Rahmenbedingungen 
zur Herstellung von spezifischen, monoklonalen Antikörpern mittels Hybridomtechno-
logie standen erst 1975 zur Verfügung (Köhler und Milstein, 1975). Es dauerte weite-
re zwei Jahrzente, bis es zu ersten Erfolgen beim Einsatz therapeutischer Antikörper 
im Rahmen von klinischen Studien kam. Das Prinzip der Antikörpertherapie beruht 
auf der Bindung des monoklonalen Antikörpers an das von der Tumorzelle exprimier-
te Zielantigen und die dadurch ausgelösten Reaktionen. Zum einen kann es zu direk-
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ter Destruktion des Tumors mittels konjugierter radioaktiver Isotope oder Toxine 
kommen, zum anderen zu einer indirekten Zerstörung mittels einer durch das Kom-
plementsystem ausgelösten Zytolyse (complement dependent cytolysis, CDC), einer 
durch den Antikörper induzierten Zytotoxizität durch Effektorzellen (antibody depen-
dent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) oder zur Blockierung von zum Beispiel 
Wachstumshormonrezeptoren (Mellstedt, 2003, Hinoda et al., 2004, Reichert und 




Abb. 1.1: Wirkungsweise monoklonaler Antikörper in der Tumortherapie. Der Einfluss von mo-
noklonalen Antikörpern auf Tumorzellen beruht auf Komplementaktivierung und Lyse der Zellen durch 
Porenkomplexbildung (CDC), auf Ligand- bzw. Rezeptorblockierung oder auf induzierter zellulärer 
Zytotoxizität (ADCC). Die dabei freigesetzten zytolytischen Proteine (Perforin, Granzym B)  sind durch 
lila Punkte in der Graphik dargestellt. (Zimmermann, unveröffentlicht). 
 
Der erste monoklonale therapeutische Antikörper, Muromonab-CD3 (Orthoclone®, 
OKT3), wurde 1986 zugelassen. Er bindet an das CD3-Protein auf der Oberfläche 
von T-Lymphozyten und wurde als Immunsuppressivum in der Transplantationsme-
dizin eingesetzt (D’Alessandro et al., 1989) und findet auch heute noch in diesem 
Bereich Anwendung (Benekli et al., 2006). 1994 wurde der erste Antikörper zur adju-
vanten Therapie des kolorektalen Karzinoms zugelassen. Edrecolomab (Panorex®) 
ist gegen das Zelladhäsionsmolekül EpCAM (17-1A) von Epithelzellen gerichtet. In 
einer randomisierten Studie konnten Riethmüller et al. den therapeutischen Effekt 
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von Panorex® über sieben Jahre Beobachtungszeitraum zeigen (Riethmueller et al., 
1998), der vor allem durch die Verhinderung der Bildung von Fernmetastasen erklärt 
werden kann. Ein Problem dieser beiden therapeutischen monoklonalen Antikörper 
liegt allerdings darin, dass es sich um rein murine Antikörper handelt. Es kann zur 
Bildung von neutralisierenden humanen Anti-Maus-Immunglobulin-Antikörpern (HA-
MAs) kommen, die allerdings die Wirkung nur gering beeinträchtigen und sehr selten 
zu Überempfindlichkeitsreaktionen führen (Frödin et al., 1992; Gruber et al., 2000). 
Um die Immunogenität der Antikörper zu reduzieren, werden heutzutage chimäre 
und humanisierte Antikörper verwendet. Der erste chimäre Antikörper, Abciximab 
(ReoPro®), erhielt 1995 seine Zulassung. Er ist gegen den Glykoprotein-IIb/IIIa-
Rezeptor auf der Oberfläche von Thrombozyten gerichtet und wird unter anderem im 
Rahmen der Herzinfarkttherapie eingesetzt (Lefkovits und Topol, 1995; DeCarlo et 
al., 2008). Ein Beispiel für einen humanisierten therapeutischen Antikörper stellt 
Trastuzumab (Herceptin®) dar, der an den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 
HER-2/neu bindet, der in Tumoren von etwa 25-30% der Mammakarzinompatientin-
nen überexprimiert wird (Cobleigh et al., 1999; Piccart-Gebhart et al., 2005). Die 
Wirksamkeit von therapeutischen monoklonalen Antikörpern kann gesteigert werden, 
indem sie in Kombination mit Chemotherapeutika oder Zytokinen gegeben werden 
(Arnould et al., 2006). Hierbei spielen oben erwähnte konjugierte Antikörper eine 
wichtige Rolle. Durch die Kopplung eines Wirkstoffes an den Antikörper wird eine 
gezielte Reaktion am Wirkort erreicht. Ein aktuelles Beispiel hierfür ist Gemtuzumab 
Ozogamicin (Mylotarg™), ein monoklonaler Antikörper gegen das Membranprotein 
CD33 gekoppelt mit dem bakteriellen Toxin Calicheamicin. Seine Zulassung erhielt 
es in den USA und Europa als Monotherapie bei Rezidiv einer akuten myeloischen 
Leukämie (Fenton und Perry, 2006; Pagano et al., 2007). Im Rahmen einer Radio-
immuntherapie von Non-Hodgkin-Lymphomen stehen seit neuestem zwei Medika-
mente zur Verfügung, wobei bei beiden an den murinen Immunglobulin G1 (IgG1)-
Anti-CD20-Antikörper ein Radioisotop gekoppelt ist. Bei Ibritumomab-Tiuxetan (Zeva-
lin®) ist es 90Yttrium und bei Tositumomab (Bexxar®) 131Jod (Marcus, 2005; Davies, 
2007).  
Da die bisherigen Ergebnisse bei der Anwendung therapeutischer monoklonaler An-
tikörper sehr viel versprechend sind, beschäftigt sich die aktuelle Forschung intensiv 
mit der Suche nach neuen Zielstrukturen.  
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1.3 CEA als Zielstruktur in der Therapie solider Tumoren 
 
Als mögliche Zielstrukturen für die Immuntherapie von Tumoren sind Oberflächenmo-
leküle wie beispielsweise das CEA (karzinoembryonales Antigen, CEACAM5) von 
Interesse. CEA wurde 1965  von Gold und Freedman das erste Mal in Extrakten von 
Kolonkarzinomen gefunden (Gold und Freedman, 1965). Erst Jahre später konnte 
das CEA-Molekül genauer charakterisiert werden. Es handelt sich um ein stark gly-
kosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 180 kDa (Coligan et al., 1972, 
Westwood et al., 1974) und besteht aus 7 Domänen, die homolog zu den variablen 
beziehungsweise konstanten Regionen der Immunglobulinketten sind (Paxton et al., 
1987; Williams and Barclay, 1988). Über eine Glykosylphosphatidylinositol-
Verbindung ist CEA in der Zellmembran verankert (Takami et al., 1988).  
Kurz nach seiner Entdeckung konnte CEA im Serum von Patienten mit kolorektalem 
Karzinom und anderen Tumoren mittels Radioimmunoassay nachgewiesen werden 
(Thomson et al., 1966), wobei bei gesunden Personen und Patienten mit anderen 
Erkrankungen nur geringe CEA-Konzentrationen gefunden wurden. Somit wurde 
CEA ein Tumormarker, der auch heute noch im klinischen Alltag seine Anwendung 
findet. Er eignet sich jedoch nicht für ein Screening-Verfahren zur Erkennung des 
kolorektalen Karzinoms, da der CEA-Wert sowohl bei entzündlichen Erkrankungen 
der Leber und Gallenblase als auch bei anderen Neoplasien erhöht sein kann (Che-
vinsky, 1991; Ballesta et al., 1995). CEA wird heutzutage als postoperativer Verlaufs- 
und damit als Prognoseparameter verwendet (Goldstein und Mitchell, 2005). Ein 
postoperativer Anstieg von CEA weist auf ein Rezidiv hin (Thompson et al., 1991), 
sogar wenn präoperativ ein normaler CEA-Wert gemessen wurde (Grossmann et al., 
2007). Dadurch kann ein rezidivierendes Krankheitsgeschehen erkannt werden, 
wenn in klinischen Untersuchungen und bildgebenden Verfahren noch keine Hinwei-
se gefunden werden.  
Nach neueren Erkenntnissen ist CEA bei Tumoren häufig überexprimiert (Kim et al., 
1992) und an deren Entstehung und Metastasierung beteiligt (Hofstetter et al., 1990; 
Screaton et al., 2000). Dies geschieht über eine Zerstörung der Zellpolarisation und 
Gewebearchitektur (Ilantzis et al., 2002; Ordonez et al., 2007). Daraus ergibt sich, 
dass als weiteres Einsatzgebiet CEA als Zielstruktur für die Therapie von epithelialen 
Tumoren mit monoklonalen Antikörpern intensiv erforscht wird (Blumenthal et al., 
2005; Stein und Goldenberg, 2004).  
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1.4 Die CEA-Familie 
 
Das CEA gehört zu einer Familie von äußerst unterschiedlichen Glykoproteinen, die 
auf dem langen Arm des menschlichen Chromosoms 19 innerhalb eines 1,8 Mbp 
großen Bereiches durch 29 Gene kodiert werden (Zimmermann et al., 1988; Brandriff 
et al., 1992; Olsen et al., 1994) (Abbildung 1.2). Die Vielfalt an Mitgliedern entstand 
bei dieser Familie erst nach der evolutionären Trennung von Nagern und Primaten 
vor mehr als 75 Millionen Jahren, so dass es sich um eine relativ junge Genfamilie 
handelt (Thompson und Zimmermann, 1988; Rudert et al., 1989). Durch diese unab-
hängige Entwicklung in den einzelnen Spezies zeigen die paralogen Gene eine grö-
ßere Ähnlichkeit als die orthologen Gene. Dieses Phänomen kann noch durch Gen-
konversion über Rekombinationsereignisse zwischen den verwandten Genen ver-
stärkt werden. Bei der Maus finden sich auf Chromosom 7 insgesamt 31 für Mitglie-
der der CEA-Familie kodierende Gene, von denen nur fünf ortholog zum menschli-
chen Genom sind (CEACAM1, CEACAM16, CEACAM18, CEACAM19 und CEA-
CAM20) (Zebhauser et al., 2005).  
 
Abb. 1.2: Genlokus und Anordnung der Mitglieder der CEA-Genfamilie auf Chromosom 19 des 
Menschen. Die Lage der einzelnen Gene ist durch unterschiedlich gefärbte Dreiecke symbolisiert, 
wobei die gelbe Farbe die Mitglieder der CEACAM-Subgruppe, die rote Farbe die der PSG-Subgruppe 
darstellt und die Dreieckspitze in Richtung der Transkription zeigt. Schwarz markiert sind Markergene, 
die der Orientierung dienen sollen. CC, CEACAM (Kammerer, Habilitationsschrift „Die carcinoembry-
onic antigen-related cell adhesionmolecules (CEACAM) als Regulatoren der immunvermittelten Tu-
morabwehr“).  
 
1.4.1 CEACAM- und PSG-Subgruppe 
 
Die CEA-Familie, eine Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie, wird unterteilt in 
CEA-ähnliche Zell-Zell-Adhäsionsmoleküle (CEA-related cell-cell adhesion molecu-
les, CEACAMs) und Schwangerschafts-spezifische Glykoproteine (pregnancy-
specific glycoproteins, PSGs), die ausschließlich in Trophoplasten exprimiert werden 
(Beauchemin et al., 1999). Die humanen Mitglieder der CEA-Familie weisen eine 
IgV-ähnliche Domäne auf, die der variablen Domäne der Immunglobuline entspricht, 
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und null bis sechs IgC-ähnliche Domänen, die den konstanten Domänen der Im-
munglobuline entsprechen. Bei letzteren werden Domänen vom Typ A bestehend 
aus meist 93 Aminosäuren von Domänen vom Typ B bestehend aus meist 85 Ami-
nosäuren unterschieden (Williams und Barclay, 1988; Hammarström, 1999). Mitglie-
der der humanen CEACAM-Untergruppe sind mit Ausnahme von CEACAM16 in der 
Zellmembran befestigt, während die Mitglieder der PSG-Untergruppe sezerniert wer-
den. Die Bindung an die Zelloberfläche beziehungsweise eine Verankerung in der 
Zellmembran kann auf zwei Arten stattfinden, zum einen über eine hydrophobe 
Transmembrandomäne (im Falle von CEACAM1, CEACAM3 und CEACAM4), zum 
anderen über einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker (CEACAM5, CEA-
CAM6, CEACAM7 und CEACAM8) (Hefta et al., 1988; Hammarström, 1999). Intra-
zellulär zeigen CEACAM1, CEACAM3, CEACAM4, CEACAM19 und CEACAM20 ein 
funktionelles ITIM oder ITAM (immunoreceptor tyrosine-based inhibiton; activation 
motif) (siehe dazu Kapitel 1.4.3). Abbildung 1.3 zeigt die Domänenstruktur der hu-
manen Mitglieder der CEACAM-Familie. 
 
   
 
Abb. 1.3: Domänenstruktur der Mitglieder der humanen CEACAM-Familie. Rot dargestellt sind 
die IgV-ähnlichen Domänen, blau die IgC-ähnlichen Domänen, innerhalb deren sich Disulfidbrücken 
befinden. Diese werden zwischen jeweils zwei hochkonservierten Cysteinen ausgebildet. Die gestiel-
ten Punkte symbolisieren Konsensussequenzen für mögliche N-Glykosylierung. Bis auf das lösliche 
CEACAM16 werden die Mitglieder der CEACAM-Subgruppe mittels Transmembrandomäne (grün 
kurvige Linie) oder GPI-Anker (grüner Pfeil) in der Membran verankert. Funktionelle bzw. vermutete 
ITAMs sind als blauer Punkt im intrazellulären Bereich dargestellt, rote Punkte symbolisieren ein ITIM. 
(http://cea.klinikum.uni-muenchen.de/) 
 
Da sich diese Doktorarbeit ausschließlich mit einem Mitglied der humanen CEA-
Familie beschäftigt, soll in erster Linie auf diese eingegangen werden. Dennoch sei-
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en ein paar Besonderheiten der CEACAMs der Nager zu erwähnen, nämlich das 
vollständige Fehlen von GPI-Verankerung und das verstärkte Auftreten von löslichen 
CEA-verwandten Molekülen (murine CEACAM9-CEACAM16) (Finkenzeller et al., 
1997; Zebhauser et al., 2005). Eine weitere Besonderheit stellt CEACAM2 dar, das 
bisher nur in der Maus gefunden wurde (Nédellec et al., 1994; Zebhauser et al., 
2005).  
Die zweite Untergruppe der CEA-Familie bildet die PSG-Subgruppe. Ihre humanen 
Vertreter setzen sich ähnlich wie die der CEACAM-Subgruppe aus einer IgV-
ähnlichen Domäne, und ebenfalls aus einer variablen Anzahl an IgC-ähnlichen A- 
und B-Domänen zusammen, die allerdings auf unterschiedliche Weise kombiniert 
sind. Besonderheiten der PSGs sind zum einen die ausgeprägte Sequenzkonservie-
rung sowie eine Ähnlichkeit in der Domänenanordnung. Zum anderen fehlen den 
PSG-Mitgliedern Verankerungen in der Zellmembran, so dass sie zu den sezernier-
ten Proteinen gehören. Außerdem zeigen sie eine geringere Glykosylierung im Ver-
gleich zu den CEACAM-Mitgliedern. Bei den murinen PSGs bleibt zu erwähnen, dass 
sich ihre Domänenstruktur aus einer IgC- und unterschiedlich vielen IgV-ähnlichen 
Domänen zusammensetzt (Thompson et al., 1991; Teglund et al., 1995; McLellan et 
al., 2005).  
 
1.4.2 Biologische Funktionen von Mitgliedern der CEA-Familie 
 
Die Vertreter der PSG-Subgruppe werden beim Menschen hauptsächlich durch den 
Synzytiotrophoblasten der Plazenta nach Befruchtung der Eizelle gebildet und zeigen 
einen starken Konzentrationsanstieg bis zum Ende der Schwangerschaft hin 
(Teglund et al., 1995; Zhou et al., 1997). Bei den Nagetieren werden sie durch 
trophoblastische Riesenzellen und den Spongiotrophoblasten synthetisiert (Kromer 
et al., 1996). Jedoch wurden einzelne Mitglieder in geringerem Maße auch in Spei-
cheldrüse, Hoden und embryonaler Leber gefunden (Zimmermann et al., 1989; Zou-
bir et al., 1990; Borjigin et al., 1990) sowie in Chorionkarzinomen, und Brusttumoren 
(Thompson, 1995). Kürzlich wurde eine konsistente De-novo-Expression von PSG9 
auf mRNA-Ebene in kolorektalen Karzinomen beschrieben (Salahshor et al., 2005). 
Nach neueren Erkenntnissen sind sie funktionell am komplikationslosen Verlauf einer 
Schwangerschaft beteiligt. So konnten niedrige PSG-Serumwerte in Zusammenhang 
mit fetaler Hypoxie, intrauteriner Wachstumsverzögerung und drohendem Abort ge-
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bracht werden (Würz et al., 1981; Leslie et al., 1990; Silver et al., 1993). Eine mögli-
che Erklärung hierfür wäre eine Stimulierung von Monozyten durch humane oder mu-
rine PSGs, die zur Bildung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise 
IL-6, IL-10 und TGF-β1 führen. Dadurch würden sie Einfluss auf die maternale Im-
munantwort gegenüber dem Embryo bzw. auf die Angreifbarkeit von Tumoren durch 
das Immunsystem nehmen (Wessells et al., 2000; Snyder et al., 2001; Ha et al., 
2005). Das murine CD9 wurde als Rezeptor für PSG17 identifiziert (Waterhouse et 
al., 2002). CEACAM9, ein Mitglied der murinen CEA-Familie, welches ausschließlich 
in primären und sekundären trophoblastischen Riesenzellen der Plazenta syntheti-
siert wird, spielt möglicherweise eine funktionell bedeutende Rolle bei der Entwick-
lung der Plazenta bei Nagern (Finkenzeller et al., 1997). 
Die Mitglieder der CEACAM-Subgruppe zeichnen sich durch ein äußerst heteroge-
nes Expressionsmuster aus. Jedoch gibt es zahlreiche Hinweise, dass sie sich be-
vorzugt im apikalen Bereich von Epithelien, auf Endothelien und auf hämatopoeti-
schen Zellen befinden (Prall et al., 1996; Möller et al., 1996; Kammerer et al., 1998; 
Frängsmayr et al., 1999; Hammarström, 1999; Schölzel et al., 2000). Manche Vertre-
ter der CEACAM-Subgruppe können jedoch einem einzelnen Organ zugeordnet 
werden, beispielsweise die murinen Vertreter CEACAM9, CEACAM11, CEACAM12 
CEACAM13, CEACAM14 und CEACAM15, die ausschließlich in der Plazenta gefun-
den wurden (Kataoka et al., 2000; Zebhauser et al., 2005). 
Wie der Name schon vermuten lässt, können die meisten CEACAMs als Adhäsions-
moleküle Zell-Zellverbindungen vermitteln. Als Ausnahme sei das humane CEA-
CAM7 erwähnt (Thompson et al., 1994; Kinugasa et al., 1998). Die membranständi-
gen Mitglieder CEACAM1, CEACAM5, CEACAM6 und CEACAM8 können zum Teil 
homophil sich selbst oder heterophil an andere CEA-Familienmitglieder binden (Wil-
liams und Barclay, 1988; McCuaig et al., 1992; Lucka et al., 1995; Maxwell, 1999; 
Kuroki et al., 2001; Stern et al., 2005). Verantwortlich für die Bindungseigenschaft 
sind Bereiche der N-Domäne (Zhou et al., 1993; Öbrink, 1997; Hammarström, 1999; 
Taheri et al., 2000; Watt et al., 2001). CEACAM1 ist nicht nur an Zelladhäsionspro-
zessen beteiligt, sondern besitzt auch regulatorische Funktionen auf Epithel-, Endo-
thel- und Immunzellen. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten seine Beteiligung bei 
der Angiogenese, in der Funktionsregulation von T-, B- und natürlichen Killerzellen 
sowie bei der Differenzierung von dendritischen Zellen nachweisen (Kammerer et al., 
1998; Ergün et al., 2000; Kammerer et al., 2001; Markel et al., 2002; Greicius et al., 
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2003; Chen et al., 2004; Müller et al., 2005; Shao et al., 2006; Dango et al., 2008). 
Die Besonderheit von CEACAM1 liegt darin, dass es in vielen verschiedenen Isofor-
men vorliegt, die durch alternatives Spleißen entstehen und sich in der Anzahl der 
extrazellulären Domänen oder der Länge des zytoplasmatischen Bereichs unter-
scheiden (Barnett et al., 1989; Sundberg und Öbrink, 2002). Die Isoform von CEA-
CAM1 mit dem langen zytoplasmatischen Anteil besitzt ein funktionelles ITIM und 
kann dadurch biologische Prozesse inhibieren (Huber et al., 1999), während der Iso-
form mit dem kurzen zytoplasmatischen Bereich das ITIM fehlt und sie daher eher 
stimulierend wirkt. Beide Spleißvarianten treten nun in zahlreichen Zellpopulationen 
parallel in einem bestimmten Verhältnis zueinander auf, welches abhängig von Her-
kunft und Funktionszustand der Zelle ist (Kammerer et al., 1998; Singer et al., 2000). 
Je nach Überwiegen einer Isoform kommt es nun zu aktivierenden oder inhibieren-
den Signalen. Chen et al. konnten beispielsweise zeigen, dass CEACAM1 die Wir-
kungsweise von T-Zellen fördern oder hemmen kann (Chen et al., 2004). Die  Rolle 
von CEACAM1 in der Tumorgenese ist ebenso komplex. Während es bei Melanom-
zellen die Tumorzellinvasion verstärkt (Ebrahimnejad et al., 2004), gilt es als Tumor-
suppressor bei epithelialen Zellen aufgrund seiner Herunterregulierung in zahlreichen 
Adenokarzinomen und seiner Tumorwachstumsinhibition (Neumaier et al., 1993; 
Hauck et al., 1994; Hsieh et al., 1995; Turbide et al., 1997; Estrera et al., 2001). Als 
mögliche Erklärung hierfür konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 an der Regulati-
on von Apoptose im Epithel des Kolons beteiligt ist (Nittka et al., 2004). Nach neues-
ten Erkenntnissen aktiviert CEA die CEACAM1 vermittelte Apoptose (Nittka et al., 
2008). Im Prostatakarzinom konnte nachgewiesen werden, dass eine Herunterregu-
lierung von CEACAM1 mit einem Verlust der Zellpolarität, einer erhöhten Proliferati-
onsrate sowie einer Verschlechterung des Gleason scores korreliert (Busch et al., 
2002). Des Weiteren nimmt CEACAM1 Einfluss auf den Insulin-Metabolismus, indem 
es die Wirkung von Insulin durch Förderung der Endozytose des Insulinrezeptors 
limitiert (Soni et al., 1999; Najjar, 2002; Küspert et al., 2006). Bei Mäusen fungiert 
CEACAM1 zudem als Rezeptor für das murine Hepatitis-Virus (MHV) und dessen 
Infiltration ins Gewebe (Dveksler et al., 1993; Nédellec et al., 1994; Tan et al., 2002; 
Miura et al., 2004). CEACAM1-/--Mäuse zeigen eine Resistenz gegenüber diesen 
Coronaviren (Blau et al., 2001; Hemmila et al., 2004). Beim Menschen dienen CEA-
CAM1 sowie CEACAM5 und CEACAM6 auf Epithelzellen und CEACAM3 auf 
neutrophilen Granulozyten als Rezeptor zur Anheftung oder auch Internalisierung für 
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verschiedene humanpathogene Bakterien. E. coli und Salmonella typhimurium kön-
nen über Typ-1-Fimbrien an Kohlenhydratstrukturen von CEACAMs binden (Leusch 
et al., 1991; Berger et al., 2004; Baranov und Hammarström, 2004). Andere Human-
pathogene exprimieren bestimmte Oberflächenproteine für eine Anheftung an Vertre-
ter der CEA-Familie. So können Opa-Oberflächenproteine von Neisseria spec., P5-
Protein von Haemophilus influenzae und UspA1 (ubiquitious surface protein A1) von 
Moraxella catarrhalis mit den N-Domänen der CEACAMs interagieren (Chen et al., 
1997; Virji et al., 2000; Hill et al., 2001; Hill und Virji, 2003; Hauck et al., 2006; 
N´Guessan et al., 2007; Villullas et al., 2007). Bestimmte Opa-Oberflächenproteine 
binden ausschließlich an CEACAM1 oder CEACAM5, andere hingegen an verschie-
dene CEACAM-Moleküle (Virji et al., 1999; Billker et al., 2000). Abhängig von der 
exprimierten Opa-Variante kann eine solche Rezeptor-Interaktion Neisserien die In-
vasion in das betroffene Gewebe ermöglichen und somit zur Manifestation des ent-
sprechenden Krankheitsbildes führen (Wang et al., 1998; Gray-Owen, 2003). Außer-
dem kommt es durch Pathogen-Rezeptorinteraktion zu Aktivierung und Proliferation 
von CD4+ T-Lymphozyten, was möglicherweise die Immunreaktion des Wirts gegen 
die Pathogene beeinträchtigt (Boulton und Gray-Owen, 2002). Im Gegensatz dazu 
konnte gezeigt werden, dass CEACAM3 an der Elimination von humanen CEACAM-
bindenden Pathogenen beteiligt ist (Chen et al., 2001; Schmitter et al., 2004; Küspert 
et al., 2006).  
Im Rahmen der Tumorforschung sind die CEA-Familienmitglieder CEACAM6 und 
CEACAM7 ins Rampenlicht gerückt. Beide Moleküle wurden in normalem Kolonge-
webe im Bereich der Glykokalyx  gefunden und stellen Komponenten des sogenann-
ten fuzzy coats dar (Frängsmayr et al., 1999). CEACAM6 befindet sich in Epithelien 
zahlreicher Organe sowie in Granulozyten, während CEACAM7 nur in hoch-
differenzierten Epithelzellen der kolorektalen Mukosa und in isolierten duktalen Epi-
thelzellen des Pankreas nachgewiesen werden konnte. Beide Vertreter der CEA-
Familie korrelieren mit Apoptose im normalen Kolon und konnten nicht in hoch-
proliferierenden Zellen in der Basis der Kolonkrypten gefunden werden (Schölzel et 
al., 2000). Im kolorektalen Karzinom ist CEACAM6 stark überexprimiert, während 
CEACAM1 und CEACAM7 herunterreguliert sind und als mögliche Tumorsuppresso-
ren diskutiert werden (Thompson et al., 1994; Thompson et al., 1997; Koops et al., 
1998; Blumenthal et al., 2007). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass im 
Adenokarzinom des Magens CEACAM1 und CEACAM7 ebenso wie CEACAM6  
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überexprimiert sind (Kinugasa et al., 1998). CEACAM6 zerstört die Gewebearchitek-
tur, blockiert die Zelldifferenzierung sowie eine durch die Anoikis vermittelte Apopto-
se und trägt bei unregulierter Überexpression durch diese Funktionen in gleicher 
Weise wie das CEA zur Karzinogenese bei (Ilantzis et al., 2002; Ordonez et al., 
2007). Deshalb beschäftigt sich die aktuelle Forschung mit CEACAM6 als mögliches 
Zielmolekül für die Immuntherapie von Karzinomen. Blumenthal et al. konnten bereits 
durch In-vitro- und In-vivo-Versuche zeigen, dass sich durch Antikörper gegen CEA-
CAM6 die Adhäsion, Invasion sowie die Metastasierung reduzieren lassen (Blumen-
thal et al., 2005). Auch  im Pankreasadenokarzinom-Nacktmausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass durch Gabe von Anti-CEACAM6-Antikörper in Kombination mit 
einem Saporin-konjugierten Immunglobulin das Tumorwachstum reduziert sowie die 
Apoptoserate im Tumor gesteigert wird (Duxbury et al., 2004). Außerdem wurde 
CEACAM6 als möglicher prognostischer Marker für das Pankreaskarzinom und das 
kolorektale Karzinom untersucht (Jantscheff et al., 2003; Duxbury et al., 2005).  
 
1.4.3 Bisherige Erkenntnisse über CEACAM20 
 
Da im Prostatakarzinom keine Überexpression von CEACAM6 nachgewiesen wer-
den konnte (Blumenthal et al., 2007), wird intensiv nach weiteren möglichen Ziel-
strukturen für eine Antikörper-basierte Immuntherapie gesucht. Aufgrund von Vorar-
beiten konnte ein weiteres Mitglied der CEA-Familie, CEACAM20, als mögliches tar-
get für eine derartige Therapie des Prostatakarzinoms ausfindig gemacht werden. 
Bei der Maus konnte Zebhauser et al. zeigen, dass CEACAM20 im Normalgewebe 
hauptsächlich in Dünn-, Dickdarm und Hodengewebe detektierbar ist, sowie in gerin-
geren Mengen in Thymus, Speichel- und Brustdrüse, Ovar und Prostata. CEA-
CAM20-Transkripte finden sich außerdem in Magen- und Brusttumoren (Zebhauser 
et al., 2005). Die Tatsache, dass CEACAM20 im zugehörigen Normalgewebe entwe-
der gar nicht (Magen) oder schwach (Brustdrüse) exprimiert ist, lässt den Schluss zu, 
dass es zu einer Hochregulation von CEACAM20 bei maligner Entartung kommt. 
Das Expressionsmuster von CEACAM20 beim Menschen auf RNA-Ebene ähnelt 
dem der Maus. CEACAM20 wurde relativ selektiv in Dünndarm und Prostata gefun-
den, in geringerer Ausprägung auch in Hoden, Pankreas und Hypophyse (Eisenried, 
persönliche Mitteilung). Außerdem wurden Prostatakarzinomzelllinien und vier Pros-
tatakarzinomproben auf die Anwesenheit von CEACAM20-mRNA hin untersucht. Es 
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zeigte sich, dass CEACAM20 auf RNA-Ebene sowohl in den Zelllinien als auch in 
drei von vier Karzinomen exprimiert wird (Eisenried, persönliche Mitteilung). In nor-
maler Prostata wird CEACAM20 wahrscheinlich an der lumenwärts gerichteten Seite 
des Drüsenepithels exprimiert. Die immunhistologische Färbung erfolgte mit polyklo-
nalen Anti-CEACAM20-Seren, die durch genetische Immunisierung generiert wurden 
(Eisenried, persönliche Mitteilung). 
Als wichtige Besonderheit zeigt CEACAM20 im zytoplasmatischen Bereich eine I-
TAM-Konsensussequenz (im Einbuchstabenkode für Aminosäuren: E/DXXYXXI/Lx(6-
12)YxxI/L) (Zebhauser et al., 2005), die stark konserviert ist, wie ein Vergleich in meh-
reren Spezies zeigt (Abbildung 1.4).  
 
Abb. 1.4: Vergleich der zytoplasmatischen Domäne von CEACAM20 in sechs verschiedenen 
Spezies im Hinblick auf die ITAM-Konsensussequenz. Rot gedruckt sind Aminosäuren, die in allen 
Spezies identisch sind, beispielsweise das ITAM. Grün und blau symbolisieren relativ gut konservierte 
Aminosäuren, während schwarze Aminosäuren unterschiedlich sind in den einzelnen Spezies. Neben 
dem ITAM befindet sich ein hypothetisches GRB2-like SH2 domains binding motif im zytoplasmati-
schen Bereich von CEACAM20, das ebenso stark konserviert ist (Kammerer und Zimmermann, un-
veröffentlicht). 
 
ITAM-tragende Proteine werden vorwiegend in hämatopoetischen Zellen exprimiert 
(Cambier, 1995; Haks et al., 2001; Humphrey et al., 2005; Mocsai et al., 2006) und 
werden dort zur Immunrezeptor-vermittelten Aktivierung, Überleben und Differenzie-
rung als Antwort auf ein Pathogen benötigt (Grande et al., 2006). Zum ersten Mal 
identifiziert wurden ITAMs als homologe Sequenz verschiedener Signalproteine, die 
mit Lymphozyten- und Mastzell-Antigen-Rezeptorkomplexen assoziiert sind (Reth, 
1989). Die Signaltransduktion nach Rezeptoraktivierung wird durch Proteintyrosinki-
nasen (PTK) aus der SRC-Familie initiiert, zu denen FYN, LCK, LYN, HCK und BKL 
gehören. Die SRC-Kinasen phosphorylieren beide Tyrosine des ITAMs. An dieses 
doppelt-phosphorylierte ITAM können nun Src homology 2 (SH2) domain-containing 
proteins binden, beispielsweise SYK und ZAP-70, die durch diese Bindung aktiviert 
werden. Dadurch können sie sich selbst durch Phosphorylierung (in trans) sowie wei-
tere Signalmoleküle aktivieren, wie zum Beispiel Phosphatidylinositol-3-Kinase 
(PI3K), Phospholipase C (PLC), mitogen-activated protein kinases (MAPKs), extra-
cellular signal-related kinases (ERKs), c-Jun N-terminal kinase (JNK) und nuclear 
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factor (NF)-κB (Grande et al., 2006; Wang et al., 2006). Daraus resultieren Zellakti-
vierung und Proliferation. Nach neuesten Ergebnissen konnten ITAM-tragende Prote-
ine viralen Ursprungs identifiziert werden, deren ITAMs für die von ihnen vermittelte 
Transformation epithelialer Zellen funktionell verantwortlich sind. Dazu gehören das 
LMP2A (latent membrane protein 2A) des Epstein-Barr-Virus, das Env-Protein des 
MMTV (mouse mammary tumor virus) und das HHV8 K1 des Humanen Herpesvirus 
8 (Scholle et al., 2000; Dawson et al., 2001; Morrison und Raab-Traub, 2005; Katz et 
al., 2005; Wang et al., 2006; Lu et al., 2006; Grande et al., 2006; Ross et al., 2006; 
Matskova et al., 2007). Doch scheint diese Funktion des ITAMs nicht auf virale Prote-
ine beschränkt zu sein. Grande et al. untersuchten dazu murine Brustepithelzellen 
und Fibroblasten, die ein rekombinantes Protein exprimieren, welches aus den zy-
toplasmatischen, ITAM-tragenden Regionen der B-Zell-Rezeptorkomplexkom- 
ponenten Igα und Igβ besteht. Sie beobachteten ebenfalls eine Transformation der 
Zellen. Somit sind die Überexpression eines nicht-viralen, ITAM-tragenden Proteins 
ausreichend für eine Zelltransformation und diese Proteine als Onkoproteine in nicht-
hämatopoetischen Zellen anzusehen (Grande et al., 2006). Als Interaktionspartner 
der ITAM-tragenden Proteine wird die PTK SYK beschrieben. SYK besitzt zwei ami-
noterminale SH2-Domänen. Die Aktivierung dieser PTK erfolgt über Assoziation der 
SH2-Domänen an ein durch SRC-PTK doppelt phosphoryliertes ITAM (Kurosaki et 
al., 1994; Hirose et al., 2004). Es kommt zur Autophosphorylierung von SYK, wobei 
die Phosphorylierung von zwei Tyrosinen von SYK wichtig für seine Kinaseaktivität 
ist (Kimura et al., 1996; El-Hillal et al., 1997). Als Interaktionspartner von SYK sind 
unter anderem Phospholipase Cγ1, VAV-Proteine, CB1 und LYN beschrieben (Sido-
renko et al., 1995; Law et al., 1996; Deckert et al., 1996; Ota et al., 1997). Übertra-
gen auf CEACAM20 und unter Berücksichtigung der Expression von CEACAM20 in 
Magen- und Brusttumoren der Maus liegt die Vermutung nahe, dass CEACAM20 
eine Rolle in der Onkogenese spielt. In Abbildung 1.5 ist diese Hypothese durch ein 




Abb. 1.5: Hypothetische Signaltransduktionswege von CEACAM20. Nach Aktivierung von CEA-
CAM20 kommt es zur Phosphorylierung der ITAM-Tyrosine durch SRC-Kinasen. An das phosphory-
lierte ITAM kann nun SYK über seine SH2-Domänen binden und wird dadurch aktiviert. Daraufhin 
werden durch das aktivierte SYK zahlreiche Signalkaskaden initiiert, die zur Tumorentstehung beitra-
gen können. (Zimmermann, unveröffentlicht.) 
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1.5 Zielsetzung der Doktorarbeit 
 
CEACAM20, ein kürzlich entdecktes Mitglied der CEA-Familie, wurde auf RNA-
Ebene hauptsächlich in Dünndarm, normaler Prostata, Prostatakarzinomzelllinien 
sowie Prostatakarzinomgewebe exprimiert gefunden. Aufgrund seines zytoplasmati-
schen ITAM-Motivs liegt die Vermutung nahe, dass CEACAM20 eine Rolle bei der 
Entstehung von Tumoren epithelialen Ursprungs, insbesondere des Prostatakarzi-
noms, spielt. Durch sein relativ spezifisches Expressionsmuster und seine eventuelle 
Lokalisation im apikalen Bereich von normalen Epithelzellen könnte es auf nicht pola-
risierten Tumorzellen zugänglich sein und so als mögliches Zielmolekül für eine Anti-
körper-basierte Immuntherapie dienen. Ziel dieser Doktorarbeit ist die Untersuchung 
der Expression von CEACAM20 auf mRNA- und Proteinebene in Prostatakarzinom-
zellen und exemplarisch für andere Karzinome in Kolonkarzinomzellen sowie der 
Funktionalität seines intrazellulären ITAM. Des Weiteren sollen Wege der intrazellu-
lären Signaltransduktion im Hinblick auf das ITAM identifiziert werden. Da für CEA-
CAM20 keine kommerziellen Antikörper auf dem Markt zu erwerben sind, wurden in 
unserem Labor und durch die Firma Genovac (Freiburg) poly- und monoklonale Anti-
körper mittels genetischer Immunisierung hergestellt. Im Rahmen dieser Doktorarbeit 
sollen nun diese Antikörper charakterisiert werden, um sie für weitere Analysen wie 
Immunhistologie und Western Blot anwenden zu können. Durch Konstruktion eines 
CEACAM20-Expressionsvektors soll nach Transfektion von kultivierten Zelllinien die 
Phosphorylierbarkeit des ITAM-Motivs sowie eine mögliche Interaktion mit der Tyro-
sinkinase SYK untersucht werden. Diese Untersuchungen könnten dazu beitragen, 
die Funktion von CEACAM20 im Hinblick auf seine etwaige Rolle in der Karzinoge-
nese und seine potentielle Eignung als Zielmolekül in der Immuntherapie von Prosta-
takarzinompatienten zu klären. 
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2. Materialien  
 
2.1 Geräte  
 
Agilent Bioanalyzer 2100, RNA 6000 Pi-
co Chip 
Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Durchflusszytometer Calibur Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
Elektrophoresekammer horizontal Gibco BRL, Karlsruhe 
ELISA Reader Multiskan RC Thermo Labsystems, Langenselbold 
Fluoreszenzmessgeräte Fusion™ 
1420 VICTOR™ 





Heizblock Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Hypercassette™ Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, UK 
Inkubationsschrank Heraeus Instrumente GmbH, Hanau 
Kryostat Leica CM3050 S Leica Microsystems GmbH, Mannheim 
Light Cycler® Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim 
Light Cycler Centrifuge Adapters™ und 
Kühlblock 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
MACSmix Rotator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
MACS  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Magnetrührer RCT Basic IKA Labortechnik, Staufen 
Mikropipetten Eppendorf AG, Hamburg 
Mikroskop 
 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35 
Leica DMIL, Leica Microsystems GmbH, 
Mannheim 
Zeiss, München 
Mikrowelle Micromat AEG, Nürnberg 
Photokamera Nikon Eclipse E800 
Digital Sight DS-5M-L1 
Nikon, Düsseldorf 
Pipettierassistent Pipetpoy acu Hirschmann, Neckartenzlingen 
Schüttler CERTOMAT®H B. Braun Biotech International, Melsun-
gen 
Sterilbank HERA safe HS12 Heraeus Instrumente GmbH, Hanau 
Stickstofftank Chronos Biosafe Messer Griesheim, Sulzbach 
Thermocycler Peltier Thermal Cycler 
PTC200 
MJ Research Inc., Watertown, USA 
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Vortex VF2 IKA Labortechnik, Staufen 
Waagen: Präzisionswaage BP2100 
               Analysewaage MC1 
Sartorius AG, Göttingen 
Wasserbad Julabo 19 Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 
Westernblot  
   XCell SureLock™ Electrophoresis Cell 
   XCell II™ Blot Module 
   Röntgenentwicklungsgerät Scopix  
     LR5200 
 
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe 
 
Agfa, Köln 
Zentrifugen DNA Speed Vac DNA110 
                   MIKRO 20 
Savant Instruments, New York 
Hettich AG, Bäch, Schweiz 
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                   Megafuge 2.0 
                   Shandon Zentrifuge  
                   Varifuge 3.0R 
Heraeus Instrumente GmbH, Hanau 
Thermo, Langenselbold 




Cell-Scraper  Nunc GmbH, Roskilde, Dänemark 
Einfrierröhrchen CryoTube™Vials Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
Einmalhandschuhe Sempercare  Semperit Technische Produkte GmbH & 
Co. KG, Wien, Österreich 
FACS-Röhrchen Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Kulturflaschen Nunclon™ Surface Nunc GmbH, Roskilde, Dänemark 
Kulturplatten Nunclon™ Surface Nunc GmbH, Roskilde, Dänemark 
Light Cycler® Capillaries (20 µl) Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim 
Pipetten  Eppendorf AG, Hamburg 
Gilson, Middleton, USA 
Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg 
Reagenzröhrchen (15 ml, 50 ml) Falcon, Heidelberg 
Reaktionsgefäße (1,5 ml; 2 ml; LidBac) Eppendorf AG, Hamburg 
Sterile Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml) Nunc GmbH, Roskilde, Dänemark 
Falcon, Heidelberg 
Western Blot 
   Detection Reagents 
   Hyperfilm™ ECL 




Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe 
Zellkulturplatten (6-well, 96-well) Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
 
2.3 Chemikalien und Reagenzien 
 
Agarose, Electrophoresis Grade Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe 
Ampicillin Sigma, Taufkirchen 
Amplex™ MoBiTec, Göttingen 
Aquatex®  Merck, Darmstadt 
BSA (Albumine bovine fraction V) Sigma, Taufkrichen 
Dimethylformamid Sigma, Taufkirchen 
DMEM, Medium Gibco BRL, Karlsruhe 
DNA-Größenmarker 
   1-kb-Leiter, 100-bp-Leiter (express) 
   Hyper Ladder 
 
MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Bioline, Luckenwalde 
EDTA Sigma, Taufkrichen 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Bio-Rad, München 
Ethylaminocarbazol Sigma, Taufkirchen 
FACS flow BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Fötales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories, Linz, Österreich 
FuGene 6  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Genticin (G418-Sulfat) Gibco BRL, Karlsruhe 
Glycerin VWR International GmbH, Darmstadt 
Isopropanol VWR International GmbH, Darmstadt 
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Lipofectamine 2000 Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe 
Mayers Hämalaunlösung Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
Nonidet® P40 Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Orthovanadat Sigma, Taufkirchen 
PBS-Pulver Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin-Lösung Gibco BRL, Karlsruhe  
Protease-Inhibitor-Cocktail Complete 
Mini 
Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim 
Protein G Sepharose®, Fast Flow Sigma, Taufkirchen 
RNA 6000 Pico Marker Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Rotihistol® (Xylolersatz) Roth, Karlsruhe 
RPMI 1640, Medium Gibco BRL, Karlsruhe 
Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer, 10x Invitrogen, Karlsruhe 
Target Retrieval Solution DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
Tris-HCl Gibco BRL, Karlsruhe 
Trypanblau-Lösung Sigma, Taufkirchen 
Trypsin-EDTA-Lösung Gibco BRL, Karlsruhe  
Tween 20 Sigma, Taufkirchen 





Maus-Anti-CEACAM20-Serum Andreas Eisenried, Labor für Tumorim-





Maus-Anti-CEACAM20 6G4A5 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 12D8 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 8B3G11 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 5B5 Andreas Eisenried, LTI, LMU, München 
Maus-Anti-CEACAM20 17D7 Andreas Eisenried, LTI, LMU, München 
Maus-Anti-CEACAM20 21G2 Andreas Eisenried, LTI, LMU, München 
 
Nicht-konjugierte Antikörper 
Maus-Anti-beta-Aktin AC-74 Sigma, Taufkirchen 
Maus-Anti-CD3 OKT-3 Robert Kammerer, LTI, LMU, München  
Maus-Anti-CEACAM1/5 4/3/17 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM1/3/4/5/6 D14HD11 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 6G4A5 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 12D8A5 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-CEACAM20 8B3G11 Genovac, Freiburg 
Maus-Anti-c-myc Serotec, Düsseldorf 
Maus-Anti-Phosphotyrosin-IgG2b 4G10 Upstate, Lake Placid, USA 




Horse raddishperoxidase ( HRP)-konjugierte Antikörper  
Pferd-Anti-Maus-Immunglobulin (Ig) HRP Vector, Burlingame, USA 
Kaninchen-Anti-Maus-Ig-HRP DAKOCytomation, Glostrup, Dänemark 
Schaf-Anti-Maus-Ig-HRP Amersham, Bioscience, Buckingham-
shire, UK 




Ziege-Anti-Maus-Ig-RPE DAKOCytomation, Glostrup, Dänemark 
Ziege-Anti-Maus-Ig-FITC Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK 
 
Magnetic Cell Sorting (MACS) Antikörper 






































pcDNA3.0 Invitrogen, Karlsruhe 
SYK-pcDNA3.1 Zeo Prof. Barbara Walzog, LMU, München 




2.7 Enzyme und Kits 
 
Antartic Phosphatase New England Biolabs, Schwalbach 
BCA-Kit zur Proteinbestimmung Pierce, Rockford, USA 
DNA-Gelextraktion Eppendorf, Hamburg 
DNA Purification Qiagen, Hilden 
High-Fidelity-Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot 
ImmPRESS™ Vector Laboratories, Burlingame, USA 
Ligation Promega, Mannheim 
Light Cycler® FastStart DNA MasterPlus 
SYBR Green I 
Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim 
Plasmid-Maxi-Prep Qiagen, Hilden 
Plasmid-Mini-Prep Qiagen, Hilden 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Schwalbach 
Reverse Transkription Promega, Mannheim 
RNA 6000 Pico Kit Technologies, Santa Clara, USA 
RNA-Isolation Qiagen, Hilden 








BOSC23 LTI, LMU, München 
COS7 LTI, LMU, München 
DU145 LTI, LMU, München 
HeLa LTI, LMU, München 
LNCaP LTI, LMU, München 
PC3 LTI, LMU, München 
22Rv1 LTI, LMU, München 




Arterie BioChain Institute, Hingham, USA 
CaCo2, +IL-1, +TNFα, +IFNγ, + TNFα/ 
IFNγ 
Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
Dünndarm BioChain Institute, Hingham, USA 
Duodenum BioChain Institute, Hingham, USA 
Gehirn BioChain Institute, Hingham, USA 
Hoden BioChain Institute, Hingham, USA 
Hypophyse BioChain Institute, Hingham, USA 
Kolon Robert Kammerer, LTI, LMU, München  
Leber  BioChain Institute, Hingham, USA 
Lunge BioChain Institute, Hingham, USA 
LS1742 Robert Kammerer, LTI, LMU München 
Magen BioChain Institute, Hingham, USA 
Milz BioChain Institute, Hingham, USA 
Materialien 22 
Monozyten Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
Ösophagus BioChain Institute, Hingham, USA 
Ovar BioChain Institute, Hingham, USA 
Pankreas BioChain Institute, Hingham, USA 
Plazenta BioChain Institute, Hingham, USA 
Prostata BioChain Institute, Hingham, USA 
RKO Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
Speicheldrüse BioChain Institute, Hingham, USA 
SW403 Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
T102, +IL-1, +IL-6, +TNFα, +IFNγ Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
TE6 Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
Thymus BioChain Institute, Hingham, USA 
Uterus BioChain Institute, Hingham, USA 
W19 Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
W25+ Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
W25- Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
W46/2 Robert Kammerer, LTI, LMU, München 
 
2.11 Gewebeschnitte (Kryogewebe und Paraffin-eingebettetes Gewebe) 
 
Dünndarm Pathologie Großhadern, LMU, München 
Kolon Chirurgie Großhadern, LMU, München 
Prostatakarzinom Pathologie Großhadern, LMU, München 
über Dr. K. Ebelt, GSF, München 
Prostatanormalgewebe Rechtsmedizin, LMU, München über Dr. 
K. Ebelt, GSF, München 
 




Network Protein Sequence @nalysis Pôle Bioinformatique Lyonnais 
Primer3 Steve Lincoln, Mark Daly, and Eric S. 
Lander 
Vektor NTI™ Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 





3.1 Molekularbiologische Methoden 
 
3.1.1 RNA-Isolation und Qualitätsmessung 
 
Zur Gewinnung von RNA diente Prostatakarzinomgewebe (zur Verfügung gestellt 
von Dr. Kathleen Ebelt) von sieben verschiedenen Patienten sowie Dünndarm-
normalgewebe (zur Verfügung gestellt von Dr. Rainer Riesenberg). Das Gewebe, 
das bei -80°C aufbewahrt wird, wurde auf -20°C gebracht und anschließend im 
Gefriermikrotom (Leica CM3050 S) in 20-50 µm dicke Stücke geschnitten, die zur 
weiteren Verarbeitung mit RLT-Puffer (Qiagen, Hilden) und 1% β-Mercaptoethanol 
versetzt wurden. Außerdem wurde RNA aus HeLa-Zellen sowie den Prostatakarzi-
nomzelllinien LNCaP, PC3, DU145 und 22Rv1 isoliert. Dazu wurden jeweils 105 Zel-
len verwendet. 
Die Isolation der RNA wurde mithilfe des RNeasy® Kits der Firma Qiagen (Hilden) 
nach Angabe des Herstellers und unter Verwendung aller enthaltenen Reagenzien 
und Puffern durchgeführt. Die Konzentration der RNA wurde mittels Absorptions-
messung des Eluats bei 260 nm ermittelt. Die Qualitätsmessung der isolierten RNA 
wurde am Agilent Bioanalyzer 2100 mit dem RNA 6000 Pico Kit nach Angaben des 
Herstellers (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Bei dieser Me-
thode wird eine Kapillarelektrophorese und gleichzeitig eine Fluoreszenzmessung 
durchgeführt, die auf einer laserinduzierten Fluoreszenz eines RNA-bindenden Cy-3-
Farbstoffes beruht (Mueller et al., 2000). Die Auswertung erfolgte mit der Software 
2100 Expert im Eukaryote Total RNA Pico Assay Modus. Man erhält sowohl eine 
Konzentrationsangabe relativ zum eingesetzten RNA 6000 Picomarker (Agilent 
Technologies, Santa Clara, USA) und eine RNA integrity number (RIN) als Maß für 
die Qualität der RNA, die über das Verhältnis der 28 S rRNA zur 18 S rRNA der ein-
gesetzten Probe berechnet wird (Schroeder et al., 2006). Stellvertretend für alle un-
tersuchten RNA-Proben ist in Abbildung 3.1 das Ergebnis der Prostatakarzinomzellli-




Abb. 3.1: RNA-Qualitätskontrolle. Die Kapillarelektrophorese gekoppelt mit fluoreszenz-basierter 
Quantifizierung wurde verwendet, um die Qualität von Gesamt-RNA der Prostatakarzinomzelllinien 
LNCaP, PC3, DU145 und 22Rv1 zu bestimmen. a) Geldarstellung, b) Diagramm-Darstellung der 
Fluoreszenzmessung.  
 
RNA von Kolonkarzinomzelllinien, die nach Stimulierung der Zellen mit IL-1, IL-6, 
TNFα und IFNγ isoliert wurde, wurde mir freundlicherweise von Dr. Robert Kammerer 
zur Verfügung gestellt. 
 
3.1.2 Reverse Transkription der isolierten RNA 
 
Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) dient der Um-
schreibung der isolierten RNA in complementary DNA (cDNA). Als Primer dienten 
zufällige Kombinationen aus Desoxynukleotid-Hexameren (random primers). Die für 
diese Reaktion benötigten Komponenten wurden von der Firma Promega (Madison, 
USA) bezogen.  
Als erster Schritt wurde 1 µg RNA mit RNAse-freiem Wasser zu einem Endvolumen 
von 9 µl verdünnt und bei 70°C 10 min denaturiert. Der Reaktionsansatz sowie die 




RNA-Matrize (1 µg) + RNAse-freies H20 9 µl
RT-Puffer (10x) 2 µl
Random primer (0,5 µg/µl) 1 µl
MgCl2 (25 mM) 4 µl
dNTP (je 10 mM) 2 µl
RNAse-Inhibitor (RNasin) (40 U/µl) 0,5 µl
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AMV-Reverse-Transkriptase (25 U/µl) 0,6 µl
H20 ad 20 µl
 
Reaktionsbedingungen nach Denaturierung: 
Versuchsschritte Temperatur (°C) Dauer (min)
Primeranlagerung 25 10 
Verlängerung 42 60 
Denaturierung 95 5 
 
Im Anschluss an die RT-PCR wurde die erhaltene cDNA im Verhältnis 1:5 verdünnt. 
 
3.1.3 Quantitative real-time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
 
Zur Quantifizierung der erhaltenen cDNA wurde eine RT-PCR mithilfe des Light-
Cycler®-Systems (Roche, Mannheim) unter Verwendung des Light-Cycler® Fast-
Start DNA MasterPlus Sybr Green I-Kit (Roche, Mannheim) nach Angaben des Her-
stellers (pro Kapillare 16 µl Mastermix und 4 µl DNA) durchgeführt. Der Farbstoff 
Sybr Green I fluoresziert nur, wenn er an doppelsträngige DNA (dsDNA) gebunden 
hat. Durch die Messung der Fluoreszenzzunahme kann der sogenannte crossing 
point (Cp) ermittelt werden, der dem messbaren Beginn der exponentiellen Produkt-
zunahme entspricht und mit der Anfangskonzentration der eingesetzten cDNA invers 
exponentiell (proportional zu 1/2n) korreliert. Dadurch kann eine Quantifizierung der 
Transkripte erfolgen. Zur Identifizierung des DNA-Produktes erfolgte im Anschluss an 
den letzten Elongationsschritt der PCR eine Schmelzkurvenanalyse, da jedes PCR-
Produkt eine charakteristische Schmelztemperatur besitzt. Die Durchführung und 
Auswertung erfolgte durch das Computerprogramm Light-Cycler 3 (Version 5.32). 
Die Berechnung der relativen auf den β-Aktin-mRNA-Gehalt bezogene Menge erfolg-
te nach der Formel 1/2Cpy : 1/2Cpx = 2Cpx-Cpy, wobei x für den β-Aktin-Cp-Wert und y 
für den CEACAM20-Cp-Wert steht (Cp: crossing point). 
 
3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR wurde zur Expressionsanalyse nach RT-PCR, zur Amplifikation und Einbau 
von Restriktionssequenzen am 5`- und 3`-Ende des Bereiches der cDNA, der für das 
Antigen kodiert, und in Form einer nested PCR zur Amplifikation eines PCR-Produkts 
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mit einer anderen Primerkombination verwendet. Als DNA-Polymerase diente zum 
einen die BioTherm™ DNA-Polymerase von GeneCraft (Lüdingshausen), zum ande-
ren die zu proof reading befähigte High-Fidelity-Polymerase von Fermentas (St. Le-
on-Rot). Einige Primer, die im Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung kamen, wurden 
mithilfe des Computerprogramms „Primer3“ (neue Version des Programms Primer 
0.5 von Steve Lincoln, Mark Daly, and Eric S. Lander) entworfen. Die unterschiedli-
chen Primerkombinationen erforderten eine spezifische Temperatur und Zeitspanne 
zur Primeranlagerung aufgrund der Länge und Zusammensetzung der Oligonukleoti-
de.  
 
Standard PCR-Ansatz unter Verwendung der BioTherm™ DNA-Polymerase: 
Komponenten Volumen
cDNA 1:5 verdünnt mit H20 5 µl
PCR-Puffer (10x) 2,5 µl
Forward primer (10 pg/µl) 1 µl
Reverse primer (10 pg/µl) 1 µl
MgCl2 (25 mM) 1 µl
dNTP (je 25 mM) 0,5 µl
BioTherm™ DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,13 µl
H20 ad 25 µl
 
Standard PCR-Ansatz unter Verwendung der High-Fidelity-Polymerase: 
Komponenten Volumen
cDNA-Template 1:5 verdünnt mit H20 5 µl
PCR-Puffer (10x) mit MgCl2 5 µl
forward primer (10 pg/µl) 2 µl
reverse primer (10 pg/µl) 2 µl
dNTP (25 mM) 0,4 µl
High-Fidelity-Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl
H20 ad 50 µl
 
Reaktionsbedingungen: 
Versuchsschritte Temperatur (°C) Dauer 
Denaturierung 95 2 min 
Amplifikation (30 Zyklen)   
Denaturierung 94 30 s 
Primeranlagerung 56-70 30-70 s*
Verlängerung 42 1-3 min*
Verlängerung 72 10 min 
 





Um die bei der PCR entstandenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe aufzu-
trennen, wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgeführt. Aufgrund der negativen 
Ladung der Phosphatgruppen der DNA wandern die DNA-Fragmente zur Anode bei 
einer angelegten Spannung von 70-90 Volt. Zur optimalen Auftrennung wurde ein 
TAE-Agarosegel je nach erwarteter Größe in einer Konzentration zwischen 0,9-2% 
verwendet. Um die DNA-Fragmente in der UV-Transillumination sichtbar zu machen, 
wurde das Gel mit Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,2 µg/ml versetzt. Vor 
dem Auftrag der DNA-Fragmente wurde zu diesen eine entsprechenden Menge an 
einem 6x DNA-Auftragspuffer (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) zugegeben. Der dar-
in enthaltene Farbstoff diente als Einfüllhilfe und zur Sichtbarmachung der E-
lektrophoresefront. Zum Größenvergleich wurde ein DNA-Marker mitgeführt.  
Bei präparativen Gelen wurde im Anschluss an die Gelelektrophorese die gewünsch-
te DNA-Bande mithilfe eines Skalpells unter UV-Licht herausgeschnitten, in ein Ep-
pendorf-Röhrchen überführt und bei –20°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 
 
3.1.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
 
Die aus dem Agarosegel herausgeschnittene DNA-Bande wurde gewogen (maxima-
les Gewicht beträgt 400 mg) und unter Verwendung des Perfect Prep Gel Cleanup 
Kits (Eppendorf, Hamburg) nach Angaben des Herstellers extrahiert.  
 
3.1.7 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
Der Verdau des Vektors und des PCR-Produkts erfolgte mithilfe der Restriktionsen-
donukleasen HindIII und EcoRI der Firma New England Biolabs (Schwalbach) unter 




DNA (1 µg) 1 µl 
10x Puffer 1 µl 
HindIII (10 U/µl) 0,5 µl 
EcoRI (10 U/µl) 0,5 µl 
dH20 ad 10 µl 
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Der Restriktionsansatz wurde 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und anschlie-




Um die Phosphatgruppen am 5`- Ende des geschnittenen Vektors zu entfernen und 
somit eine Religation zu verhindern, wurde eine Dephosphorylierung mithilfe der an-





10x Puffer 2,2 µl




Im Anschluss an den Restriktionsendonukleaseverdau der PCR-Fragmente und der 
Dephosphorylierungsreaktion des Vektors erfolgte eine Reinigung der cDNA mittels 





Für die Ligation wurde das Rapid Ligation Kit von Promega (Mannheim) verwendet. 
Nach Abschätzen der DNA-Menge nach Agarosegelelektrophorese anhand der Hy-
per Ladder (Bioline, Luckenwalde) wurden Vektor und das zu integrierende DNA-
Fragment (insert) im molaren Verhältnis 1:3 eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde 
anstatt des inserts Wasser zugegeben. Der Ligationsansatz wurde fünf Minuten bei 




Vektor (140 ng) 2 µl
Insert (155,6 ng) 9,3 µl
2x Rapid Ligation Buffer 15 µl
T4-DNA-Ligase (3 U/µl) 1 µl
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H20 ad 30 µl
 
 
3.1.11 Transformation kompetenter Bakterien  
 
Die Transformation wurde mithilfe des kompetenten E. coli-XL1-Blue-Stamms der 
Firma Stratagene (La Jolla, USA) nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Zu 
jeweils 25 µl des Bakterienstamms wurden in drei Ansätzen folgende Komponenten 
zugegeben:  
a) Ligationsansatz 
b) pUC18 (Positivkontrolle) 
c) Ligationsansatz mit Wasser anstatt eines inserts (Negativkontrolle). 
Die Ansätze wurden 30 min auf Eis inkubiert, für 45 s in einem 42°C warmen Was-
serbad hitzegeschockt und anschließend erneut für 2 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
ßend wurde zu jedem Ansatz SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben und 
der Transformationsansatz für eine Stunde bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Darauf-
hin wurde jeder Ansatz auf Agar-Platten (hergestellt aus LB-Medium, 1,5% Select 
Agar und Ampicillin in einer Konzentration von 1 µl/ml Agar) transferiert und für 24 h 




Um die Anwesenheit des inserts nach Ligation und Transformation zu überprüfen, 
erfolgte eine Kolonie-PCR. Statt einer gereinigten DNA als Matrize wurden einzelne 
Bakterienkolonien direkt verwendet, die hierfür mit einer sterilen Pipettenspitze ge-
pickt und anschließend in den PCR-Ansatz abgestreift wurden. Das Pipettierschema 
gleicht dem Ansatz einer PCR mit Taq-Polymerase von GeneCraft (Lüdingshausen) 
(siehe Kapitel 3.1.3). Die Analyse erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.  
 
3.1.13 Herstellen von E. coli-Dauerkulturen 
 
Für die Aufbewahrung der Klone wurden diese über Nacht bei 37°C und 500 rpm im 
Thermomixer angezüchtet und anschließend 470 µl der Bakteriensuspension mit 100 





Zur Plasmidpräparation wurden Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und 
in ein mit LB-Medium und Ampicillin gefülltes 2 ml Eppendorf-Lidbac-Gefäß über-
führt, welches einen luftdurchlässigen Membrandeckel besitzt und somit für die An-
zucht von Bakterien geeignet ist. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C und 
500 rpm in einem Thermomixer. Anschließend konnte eine Plasmidpräparation mit-
hilfe des Qiaprep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) durchgeführt werden.  
Wurden größere Mengen an Plasmid-DNA benötigt, beispielsweise zur Transfektion 
eukaryontischer Zellen, erfolgte eine Inkubation der Bakterienkolonien in 250 ml LB-
Medium und Ampicillin über Nacht und anschließend eine Plasmidpräparation mittels 
QIAfilter Plasmid Maxi Kits von Qiagen (Hilden) gemäß Herstellerangaben.  
 
3.1.15 Konzentrationsbestimmung und Reinheit der DNA 
 
Die Konzentration der DNA wurde mittels Absorptionsmessung bei 260 nm in einem 
Photometer ermittelt. Das Verhältnis der Messung bei 260 nm und 280 nm gibt Aus-
kunft über die Reinheit der DNA und sollte >1,8 betragen. Niedrigere Werte zeigen 




Die DNA-Sequenzierung erfolgte durch die MWG Biotech (Martinsried) nach der Se-
quenzierungsmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) mithilfe von Didesoxyribo-
nukleotiden. Dazu wurde die Plasmid-DNA (1 µg) vor dem Versand in einer Speed-
Vac-Zentrifuge (10 min bei mittlerer Erwärmung) eingedampft. Die ermittelten Se-
quenzdaten wurden mit in NCBI veröffentlichen Sequenzen mithilfe des Programms 
NCBI Blast verglichen.  
 
3.2 Zellbiologische Methoden 
 
3.2.1 Kultivierung von Zellen 
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Die Kultivierung aller verwendeter Zelllinien (COS7, HeLa, BOSC23, LNCaP, PC3, 
DU145 und 22Rv1) erfolgte in einem humidifizierten Inkubator bei 37°C und 5% CO2-
Begasung in Kulturflaschen oder –platten mit einem Standard-Medium (RPMI oder 
DMEM mit 10% fötalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin). Je nach 
Wachstumsgeschwindigkeit wurden die adhärenten Zellen alle 3-4 Tage passagiert. 
Dazu wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen und mittels 
Trypsin/EDTA gelöst (3 min Inkubation bei 37°C). Durch Zugabe von frischem Medi-
um wurde die enzymatische Reaktion gestoppt. Nach Zentrifugation bei 340x g für 
5 min wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in Medium resuspendiert. 
Nach Auszählen der Zellen wurde 1x106 Zellen pro 25-cm2-Kulturflasche neu ange-
setzt. Die semiadhärenten Zellen (BOSC23) wurden durch wiederholtes Aspirieren 
des Mediums von der Zellkulturplatte gelöst, zentrifugiert, gezählt und anschließend 
mit 1x106 Zellen neu angesetzt. 
 
3.2.2 Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Bestimmung der Anzahl lebendiger Zellen erfolgte in einer Neubauer-
Zählkammer. Zur Identifizierung toter Zellen wurden diese mit 0,4% Trypanblau an-
gefärbt, das in einem Verhältnis von 1:1 zugegeben wurde. Die Zellzahl pro ml Zell-
suspension ergibt sich aus dem Produkt der mittleren Zellzahl pro Großquadrat, dem 
Verdünnungsfaktor und der Zahl 104.  
 
3.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Die verwendeten Zellen wurden in einer Konzentration von 5x106 pro ml eines spe-
ziellen Einfriermediums (FCS, 10% DMSO steril) eingefroren. Dazu wurden die Zel-
len bei Raumtemperatur und 340x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
Zellpellet im Einfriermedium resuspendiert. Anschließend wurden die in ein Kryoröhr-
chen überführten Zellen bei -80°C eingefroren. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte in 
flüssigem Stickstoff.  
Zum Auftauen wurden Zellen dem Stickstofftank entnommen und rasch in ein 37°C 
warmes Wasserbad überführt und solange inkubiert, bis sich das Medium verflüssigt 
hatte. Anschließend wurde die Zellsuspension mit 10 ml 37°C warmen Mediums in 
einem 50 ml Röhrchen verdünnt und bei Raumtemperatur und 340x g zentrifugiert. 
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Das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen und die Suspension in eine 
10-cm²-, 25-cm² oder 75-cm²-Kulturflasche transferiert. 
 
3.2.4 Transiente Transfektion von Kulturzellen 
 
Zur Expression des gewünschten Proteins wurden COS7-, BOSC23- oder HeLa-
Zellen mit einem entsprechenden Expressionsvektor transient transfiziert. Dies er-
folgte mithilfe des FuGene6-Reagenz (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) im Fal-
le der COS7- und HeLa-Zellen. Für die BOSC23-Zellen wurde Lipofectamine 2000™ 
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. In beiden Fällen wurden 5x105 Zellen pro well ei-
ner six-well-Platte über Nacht inkubiert. Bei der Lipofektion unter Verwendung von 
FuGene6 wurde anschließend pro well ein Transfektionsansatz aus 97 µl serum-
freiem Medium, 3 µl FuGene6-Reagenz und 1 µg DNA zugegeben und 24 h oder 
48 h bei 37°C inkubiert. Der Ansatz für die Lipofektion mit Lipofectamine 2000™ pro 
well  bestand aus 500 µl DMEM, 4 µg DNA und 4 µl Lipofectamine 2000™ und wur-
de ebenfalls nach Zugabe zu den Zellen 24 h oder 48 h inkubiert. Der Erfolg der 
transienten Transfektion wurde mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikro-
skopie nach Transfektion mit einem GFP-Expressionsvektor (pEGFP-C1) bestimmt 
(siehe Abbildung 3.2).  
a)     b)      
 
Abb. 3.2: Überprüfung der Effizienz von transienten Transfektionen. HeLa-Zellen wurden mittels 
FuGene6-Reagenz mit dem GFP-Expressionsvektor pEGFP-C1 transient transfiziert und durch (a) 
FACScan (rote Kurve: transfizierte Zellen mit GFP-Expressionsvektor; schwarze Kurve: Negativkon-
trolle mit nicht-transfizierten HeLa-Zellen) und (b) Fluoreszenzmikroskopie auf Anwesenheit von GFP-
exprimierenden Zellen hin untersucht. 
 
3.2.5 Stabile Transfektion von Kulturzellen 
 
Um einen möglichen Einfluss von CEACAM20 auf das Wachstumsverhalten von Kul-
turzellen untersuchen zu können, wurden COS7-Zellen mit einem CEACAM20-
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Expressionsvektor stabil transfiziert. Dazu wurden die Zellen wie bei einer transien-
ten Transfektion vorbereitet (Kapitel 3.2.4) und mit FuGene6-Reagenz nach Angaben 
des Herstellers transfiziert. Die Selektion der CEACAM20-exprimierenden COS7-
Zellen erfolgte mittels MACS-Technik (Kapitel 3.3.2) und G418-Behandlung (G418-
Sulfat, GibcoBRL, Karlsruhe). Die MACS-Selektion wurde zweimal im Abstand von 5 
Tagen, die Selektion mittels G418-Zugabe ins Medium über 5 Wochen durchgeführt. 
Der Erfolg der Transfektion wurde in der Durchflusszytometrie analysiert und doku-
mentiert. 
 
3.2.6 Erstellen einer Wachstumskurve von stabil transfizierten Kulturzellen 
 
In einer six-well-Platte wurden pro well 5x104 CEACAM20 exprimierende Zellen nach 
stabiler Transfektion (Kapitel 3.2.5) in 2 ml Medium angesetzt und im Brutschrank 
kultiviert. Als Kontrollen wurden nicht-transfizierte und Vektor-transfizierte Zellen mit-
geführt. Nach 2 Tagen wurden die Zellen gezählt und erneut in 2 ml frischem Medi-
um ausplattiert, ebenso nach 3, 4 und 5 Tagen. Die Ergebnisse wurden in eine Ex-
cel-Tabelle eingetragen und ausgewertet. Die Berechnung der Verdopplungszeit er-
folgte mithilfe der Regressionsgeraden und der Formel Nt = N0eλt für exponentielles 
Wachstum (N0 = Ausgangswert zum Zeitpunkt t = 0, Nt = Wert zum Zeitpunkt t, e = 
Eulersche Zahl und λ = Zerfallskonstante). 
 
3.2.7 Herstellung von Zytospins 
 
Zur Herstellung von Zytospins wurden COS7-Zellen transient transfiziert (Kapitel 
3.2.4), gewaschen, trypsiniert und gezählt. Pro Objektträger werden 4x104 Zellen in 
einem Volumen von 100 µl benötigt. Für einen Schleudergang in der Shandon-
Zentrifuge (Thermo, Langenselbold) wurden 12 Objektträger mit insgesamt 0,5x106 
Zellen eingesetzt. Anschließend wurden die Zytospins an der Luft getrocknet und bis 
zur immunhistologischen Färbung (siehe Kapitel 3.3.6) bei -20°C eingefroren. 
 
3.2.8 Pervanadat-Behandlung von Kulturzellen  
 
Nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen mit CEACAM20-Expressionsvektor 
(Kapitel 3.2.4) wurden die Zellen mit Pervanadat behandelt, einem Phosphatase-
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Inhibitor. Dadurch wird das Gleichgewicht zwischen Kinasen und Phosphatasen zu-
gunsten der Kinasen verschoben, so dass die Phosphorform von phosphorylierbaren 
Proteinen akkumuliert. 
Pervanadat wurde bei jeder Behandlung neu angesetzt. Dazu wurden zu 2 ml H20 
18 mg Natriumorthovanadat zugegeben. Um Pervanadat zu erhalten, wurden 7,6 ml 
H20, 1,9 ml 30% H202 und 0,5 ml der zuvor angesetzten Vanadat-Lösung vermischt 
und bei Raumtemperatur 15 min inkubiert.  
Pro well einer six-well-Platte wurden nun 2 ml serum-freies Medium und 40 µl Perva-
nadat zugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf 
Eis gestellt, mit einem cell-scraper (Nunc GmbH, Roskilde, Dänemark) von der Platte 
abgekratzt, in ein 15-ml-Röhrchen überführt und bei 340x g für 3 min zentrifugiert. 
Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit vanadat-versetztem Medium gewaschen, in 
ein 1,5-ml-Eppendorf-Röhrchen überführt und anschließend lysiert (siehe Kapitel 
3.2.9). 
 
3.2.9 Lyse der Zellen 
 
Das Zellpellet wurde in einem Lysepuffer (50 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 1% Noni-
det P40 (NP-40), 1 Protease-Inhibitoren Cocktail Tablette complete mini pro 10 ml 
Lösung (Roche Diagnostics, Mannheim), 50 mM NaF, 1 mM Natriumorthovanadat) 
resuspendiert, für 10 min auf Eis lysiert und bei 500x g und 4°C für 15 min zentrifu-
giert. Der Überstand wurde in ein beschriftetes Eppendorf-Gefäß überführt und bei  
-80°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Bei Prostatagewebeproben wurde 
das Gewebe durch mehrfaches Auf- und Ab-Pipettieren im Lysepuffer suspendiert 




Zur Proteinbestimmung wurde in einer 96-well-Rundbodenplatte eine BSA-
Verdünnungsreihe in Wasser von 2 µg/µl bis 0,125 µg/µl (BioRad, München) zur Er-
stellung einer Eichkurve pipettiert. Außerdem wurden Aliquots von den zu bestim-
menden Proteinproben aufgetragen. Die Proben wurden je nach erwarteter Konzent-
ration 1:1, 1:2, 1:5 oder 1:10 mit Wasser verdünnt. Sowohl die Verdünnungsreihe als 
auch alle Proben wurden für eine Mittelwertbestimmung doppelt aufgetragen, um 
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Pipettierungenauigkeiten auszugleichen. In jedes well wurden nun 80 µl BCA™ Rea-
genz (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, USA), das 1:50 verdünnt wurde, 
pipettiert und anschließend die Platte 30 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden 
die Proben im ELISA-Reader mit dem Programm Ascent Software 2.42 (Wellington, 
Neuseeland) ausgewertet.  
 
3.3 Immunologische Methoden 
 
3.3.1 Magnetic cell sorting (MACS) 
 
Mithilfe des magnetic cell sortings können transfizierte Zellen anhand des Antigens, 
das sie exprimieren, selektioniert werden. Dies erfolgt über sogenannte MicroBeads, 
bestehend aus etwa 50 nm großen Magnetpartikeln und Antikörpern, die entweder 
Zelloberflächenmoleküle oder an das exprimierte Antigen gebundene Antikörper er-
kennen. Die Selektion erfolgt durch ein Magnetfeld, das die mit MicroBeads markier-
ten Zellen zurückhält. Dazu wurden transient transfizierte Zellen (Kapitel 3.2.4) mit 
einem spezifischen Erstantikörper (1:5 verdünnt in MACS-Puffer (PBS, 0,5% BSA, 2 
mM EDTA)) 15 min bei 4°C inkubiert und anschließend mit Puffer gewaschen. Dann 
erfolgte die Beladung des Zellpellets mit MicroBeads (Anti-Maus-IgG, Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach), eine erneute Inkubation von 15 min bei 4°C und ein Wasch-
schritt. Die Zellsuspension wurde nun in eine MACS-Säule pipettiert, die in einem 
Magnetfeld stand. Durch Spülen der Säule mit Puffer wurden die nicht markierten 
Zellen entfernt. Nach Herausnahme der Säule aus dem Magnetfeld konnten die mar-
kierten Zellen gewonnen werden.  
 
3.3.2 Zellbasierter ELISA (CELISA) 
 
Die Überstände und Antikörper, die im Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung kamen, 
wurden durch die Firma Genovac oder durch Andreas Eisenried, Doktorand im Labor 
für Tumorimmunologie der LMU München, mittels genetischer Immunisierung gene-
riert (Beschreibung der Methode siehe Dissertation von Andreas Eisenried, LMU 
München).  
Zur Testung der Hybridomüberstände auf die Anwesenheit von CEACAM20-
spezifischen Antikörpern wurde ein sogenannter cell based enzyme-linked immuno-
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sorbent assay (CELISA) durchgeführt. Dazu wurden HeLa-Zellen transient mit einem 
CEACAM20-Expressionsvektor transfiziert (Kapitel 3.2.4) und auf eine 96-well-
Zellkulturplatte  aus schwarzem Polypropylen (zur Vermeidung von Streulicht) aus-
gebracht. Anschließend wurden die Zellen mit 300 µl PBS/1% BSA pro well für 1 h 
bei 37°C zur Blockierung inkubiert. Nach Entfernen des PBS/1% BSA wurden 50 µl 
der einzelnen Hybridomüberstände pro well zu den Zellen pipettiert. Als Positiv- und 
Negativkontrolle wurden der monoklonale Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 (26 
µg/ml) und als irrelevanter Antikörper ein Anti-c-myc-Antikörper (10 µg/ml) mitgeführt. 
Die Inkubationszeit betrug 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach zweimaligem 
Waschen der Zellen mit PBS wurden 50 µl HRP-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper 
(1:5000 verdünnt) zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fünfmali-
gem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 50 µl Amplex® Red Reagenz (MoBi-
Tec, Göttingen) markiert. Die jeweils frisch angesetzte Färbelösung bestand aus 25 
µl einer 10 mM Amplex® Red-Lösung und 50 µl einer 20 mM H202-Lösung in 10 ml 
Amplex® Red-Reaktionspuffer. Nach einer Inkubationszeit von 1 h im Dunkeln er-
folgte die Messung der Fluoreszenz  im Fluoreszenzmessgerät VICTOR™. 
 
3.3.3 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Als weitere Methode zur Analyse von Hybridomüberständen und monoklonalen Anti-
körpern wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Nach transienter Transfektion 
von Kulturzellen (Kapitel 3.2.4) wurden 1x105 Zellen pro well einer 96-well-
Rundbodenplatte in einem Volumen von 150 µl ausgebracht und zweimal mit FACS-
Puffer (PBS, 1% BSA, 1% NaN3) gewaschen. Anschließend wurden Hybridomü-
berstände (unverdünnt) beziehungsweise Erstantikörper (26 µg/ml) in einem Volu-
men von 25 µl zu den Zellen pipettiert und für 30 min bei 4°C inkubiert. Nach dreima-
ligem Waschen mit Azidpuffer (Zugabe von 200 µl Azidpuffer und Zentrifugation bei 
340x g für 5 min) wurde ein Phycoerytrin (PE)- oder ein Fluoresceinisothiocyanat 
(FITC)-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper in einer Konzentration von 20 µg/ml und 
25 µl/well zugegeben und ebenfalls für 30 min bei 4°C inkubiert. Nach drei weiteren 
Waschschritten wurde das Zellpellet in 150 µl Azidpuffer aufgenommen, in ein Mess-
röhrchen überführt und mit 50 µl Propidiumjodidlösung (4 µg/ml) zur Markierung toter 
Zellen versetzt. Die Messung erfolgte im Durchflusszytometer bei einer Flussrate von 
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1000 Zellen/s, die Auswertung mithilfe der WinMDI 2.8 Software von Joseph Trotter 
(Scripps, San Diego, CA, USA). 
 
3.3.4 Western Blot 
 
Als Methode zur Proteinanalyse wurde der Western Blot verwendet. Dazu wurden 
Zellen transient transfiziert (Kapitel 3.2.4), je nach Versuch mit Pervanadat behandelt 
(Kapitel 3.2.8) und lysiert (Kapitel 3.2.9).  
 
Pipettierschema der Proteinproben: 
Komponente Menge/Volumen
Proteinprobe 20 µg
Auftragspuffer (NuPAGE® LDS sample buf-
fer) 
5 µl
0,5 M Dithiothreitol (DTT) 2 µl
H20 ad 20 µl
 
Die Proteinproben wurden durch Vortexen vermischt, kurz anzentrifugiert und dar-
aufhin bei 95°C für 5 min erhitzt. Nach erneutem Anzentrifugieren konnten die Pro-
ben in einem Gradientengel (4-12% Bis-Tris-Gel, Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen 
werden. Zum Größenvergleich wurde stets ein Marker (Precision Plus Protein Dual 
Color Standards, Bio-Rad, München) mitgeführt. Die Proteine wurden 15 min bei 
90 V und 2 h bei 130 V aufgetrennt und anschließend bei 200 mA 1 h auf eine Trans-
fermembran geblottet. Der Aufbau des Blottes ist in Abbildung 3.2 dargestellt. 
 
 
Abb. 3.2: Schema für den Aufbau zum Proteintransfer mit einem (links) und zwei Gelen 
(rechts). 
 
Nach dem Vorgang des Blottens wurde die Membran über Nacht bei 4°C in Blotmilch 
(50 ml 10x PBS, 25 mg Milchpulver, 500 µl Tween 20, H20 ad 500 ml) geblockt. Am 
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nächsten Tag erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikörper (je nach verwendetem 
Antikörper in einer Konzentration zwischen 1-40 µg/ml) für 2 h bei Raumtemperatur. 
Nach drei Waschschritten (Zugabe von Blotmilch für 10 min und Mischen auf dem 
Schüttler CERTOMAT®H, anschließendem Entfernen und Zugabe frischer Blotmilch) 
wurde als Zweitantikörper ein Peroxidase-gekoppelter Anti-Maus- oder Anti-
Kaninchen-Antikörper in einer Verdünnung von 1:3000 zur Inkubation für 1 h bei 
Raumtemperatur zugegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die 
Membran mit PBS/0,1% Tween gespült und mit 500 µl/Membran Amersham-
Detection-Reagenz 1 min inkubiert. Die Belichtung erfolgte in einer Hypercassette™ 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) in der Dunkelkammer für 0,5-30 min, 




Bei der Immunpräzipitation kann ein Antigen, je nach Versuch zusammen mit einem 
Interaktionspartner, mittels eines spezifischen Antikörpers aus dem Lysat (Kapitel 
3.2.9) von Kulturzellen nach Transfektion (Kapitel 3.2.4) oder von Gewebe gefangen 
und anschließend im Western Blot (Kapitel 3.3.5) durch einen weiteren spezifischen 
Antikörper detektiert werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Immunpräzipitation mithilfe von Protein-G-
Sepharose® (Sigma, Taufkirchen) durchgeführt. Die Beads wurden mit eiskaltem 
Lysepuffer 1 (50 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 1% NP-40, 50 mM NaF) mehrmals ge-
waschen und anschließend mit einem Antikörper für 1 h bei 4°C unter Rotation inku-
biert. Nach erneutem mehrmaligem Waschen mit Lysepuffer 2 (50 mM Tris-HCl, 20 
mM EDTA, 1% NP-40, 1 Protease-Inhibitoren Cocktail Tablette complete mini pro 10 
ml Lösung (Roche Diagnostics, Mannheim), 50 mM NaF, 1 mM Na-Orthovanadat) 
erfolgte die Immunpräzipitation mittels 40 µl Bead-Suspension unter Verwendung 
von 100-250 µg Protein im Lysat, das mit PBS zu einer Konzentration von 0,5-1,0 µg 
Protein/µl verdünnt wurde. Die Inkubation über Nacht erfolgte bei 4°C unter Rotation. 
Nach erneutem Waschen mit Lysepuffer 2 wurden die Proteinproben analog der Be-
schreibung in Kapitel 3.2.6 (Western Blot) aufbereitet und anschließend bis zur wei-
teren Analyse bei -80°C eingefroren.  
  
3.3.6 Immunzytologie und –histologie 
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Die Immunzytologie wurde in dieser Arbeit verwendet, um Zytospins von transfizier-
ten Kulturzellen (Kapitel 3.2.7) und Prostatakarzinomzelllinien auf die Anwesenheit 
von CEACAM20 zu untersuchen. Zur Analyse von Anwesenheit und Lokalisation von 
CEACAM20 in Prostata- und Dünndarmgewebeschnitten wurde die Immunhistologie 
als Methode gewählt. Das verwendete Gewebe lag in Form von Kryo- und Paraffin-
schnitten vor (zur Verfügung gestellt durch die Pathologie Großhadern sowie durch 
die Rechtsmedizin der LMU). 
• Bei Kryoschnitten wurde zuerst eine Acetonfixierung (Aceton, Merck, Darm-
stadt) durchgeführt. Nach drei Waschschritten mit PBS folgte eine Peroxida-
seblockierung mit 30% H2O2/100% Methanol/PBS für maximal 5 min. Nach 
erneutem dreimaligem Waschen und einer Blockierung mit AB-Serum für 20 
min wurde der Erstantikörper (Konzentration 20 µg/ml) für 1 h bei Raumtem-
peratur in einer feuchten Kammer (Negativkontrolle mit MOPC-Antikörper 10 
µg/ml) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die Inkubation mit 
einem HRP-gekoppeltem Kaninchen-Anti-Maus-Antikörper (1:100 verdünnt) 
für 30 min. Anschließend wurde dreimal gewaschen, die Peroxidasefärbung 
(90% Ethylaminocarbazol, 99% Dimethylformamid, Acetat-Puffer (pH 5,2) und 
30% H202) für 15 min und die Gegenfärbung mit Hämalaun (Mayers Häma-
launlösung, Merck, Darmstadt) für 30 s durchgeführt. Nach dem Eindeckeln 
mit Aquatex® (Merck, Darmstadt) konnten die gefärbten Schnitte im Mikro-
skop analysiert werden. 
• Bei Paraffinschnitten wurde zuerst eine Entparaffinierung mit Xylol (Roti-
histol®, Roth, Karlsruhe) und eine Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe 
(100%, 96% und 75% Ethanol) und dann in Aqua dest. durchgeführt. An-
schließend folgte ein Retrieval mit Tris/EDTA pH 9,0 (Target Retrieval Soluti-
on, DakoCytomation, Glostrup Denmark), um die Epitope des Antigens für die 
Antikörperbindung zugänglich zu machen. Nach drei Waschschritten und Pe-
roxidaseblockierung (PBS, 90% Methanol und 30% H202) folgte der Protein-
block mit 2,5% Pferdeserum (ImmPRESS®, Vector, Burlingame, USA). Die 
Inkubation mit dem Erstantikörper (Konzentrationen 6 µg/ml, 20 µg/ml und 50 
µg/ml) erfolgte für 2 h bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer (Negativ-
kontrolle mit MOPC-Antikörper 10 µg/ml). Nach dreimaligem Waschen mit 
PBS wurde mit HRP–gekoppeltem Pferd-Anti-Maus-Antikörper (ImmPRESS®, 
Vector, Burlingame, USA) für 30 min inkubiert. Nach drei Waschschritten folg-
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te die Peroxidasefärbung (90% Ethylaminocarbazol, 99% Dimethylformamid, 
Acetat Puffer (pH 5,2) und 30% H2O2) und die Hämalaun-Gegenfärbung. Nach 
dem Eindeckeln wurden die gefärbten Schnitte im Mikroskop analysiert und 
dokumentiert durch die Bildkamera (Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35, Zeiss, 
München). 
• Zytospins wurden ebenfalls mit ImmPRESS® (Vector, Burlingame, USA) ge-





4.1 Expression von CEACAM20 
 
4.1.1 Klonierung der CEACAM20-cDNA und Nachweis verschiedener Spleißva-
rianten von CEACAM20 auf RNA-Ebene 
 
Für Expressions- und Funktionsanalysen von CEACAM20 wurde ein Expressions-
vektor benötigt. Außerdem sollten mögliche Spleißvarianten von CEACAM20 unter-
sucht werden, da dieses Phänomen bei Mitgliedern der CEA-Familie, beispielsweise 
für CEACAM1 (Singer et al., 2002), bekannt ist. Zur Klonierung der CEACAM20-
cDNA wurde aus humanem Dünndarmgewebe isolierte Gesamt-RNA in cDNA mittels 
RT umgeschrieben und anschließend eine PCR mit einer High-Fidelity-Polymerase 
zur Gewinnung der CEACAM20-Full-Length-cDNA durchgeführt. Zur Substanzver-
mehrung erfolgte eine nested PCR. Dazu wurden nach Amplifikation und Gele-
lektrophorese die entsprechenden Banden unter UV-Licht ausgeschnitten, die DNA 
extrahiert, gereinigt und erneut mit veränderter Primerkombination unter sonst glei-
chen Bedingungen amplifiziert. Die Primer wurden hierfür im 5`- und 3`-nicht-
translatierten Bereich (untranslated region, UTR) gewählt, um die gesamte cDNA mit 
einer errechneten Größe von 1886 Basenpaaren (bp) zu erhalten (Abbildung 4.1, 




Abb. 4.1: Amplifikations- und Nachweisstrategie von CEACAM20-cDNA-Spleißvarianten. Die 
Primerpositionen für die Amplifikation der CEACAM20-cDNAs sind durch Pfeile in der schematischen 
Exondarstellung des CEACAM-Gens markiert. Jedes Kästchen symbolisiert ein Exon, dessen Benen-
nung darunter und deren zugehörige Exonnummer darüber aufgeführt sind. Die roten Pfeile stellen die 
Primerpositionen für die PCR zur Generierung des Full-Length-Klons dar, die grünen Pfeile die Pri-
merpositionen für die PCR-Analyse der für den zytoplasmatischen Bereich kodierenden cDNA. Die 
roten Linien von A2 zu TM und von Cyt2 zu Cyt4 stellen die beobachteten Spleißereignisse dar. Die 
Exonen kodieren für L, leader; N*, „verstümmelte“ N-Domäne; A1,2, B1,2, IgC-Domänen vom Subtyp 
A, B; TM, Transmembrandomäne; Cyt1-5, zytoplasmatische Bereiche 1-5. 
 
Ergebnisse 42 
Den verwendeten Primern wurden Restriktionsschnittstellen (HindIII und EcoRI) für 
den Einbau in das Plasmid pcDNA3.0 angehängt. Nach erfolgter Ligation des inserts 
in das Plasmid (Abbildung 4.2) wurden XL1-Blue-kompetente Bakterien transformiert 




Abb. 4.2: CEACAM20-Expressionsvektoren. CEACAM20-cDNAs wurden durch nested RT-PCR mit 
Hilfe von RNA aus Dünndarmgewebe amplifiziert und in pcDNA3.0 kloniert. Es sind nur die für die 
Klonierung relevanten Restriktionsendonukleaseschnittstellen eingezeichnet. Es ist stellvertretend der 
full-length-CEACAM20-Expressionsvektor gezeigt. CMV, Cytomegalievirus; BGH poly A, bovine 
growth hormone Polyadenylierungssignal; SV40, Simian Virus 40.  
 
Als Nachweis für die korrekte Integration von CEACAM20-cDNA  in das Plasmid 
wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Es zeigten sich PCR-Produkte in vier ver-
schiedenen Größen (Abbildung 4.3 oben, rot dargestellt die für full-length-
CEACAM20-cDNA erwartete Größe von 1886 bp). Zur genaueren Analyse erfolgte 
eine PCR des zytoplasmatischen Bereiches (Primer in der Transmembrandomäne 
und in der 3`-UTR, in Abbildung 4.1 grün dargestellte Pfeile). Die erwartete Größe 
von 414 bp (in Abbildung 4.3 grün dargestellt) wurde von zwei PCR-Produkten er-





Abb. 4.3: Nachweis der Spleißvarianten von CEACAM20 mittels PCR. Selektierte cDNA-Klone 
wurden durch eine full-length-PCR und eine den zytoplasmatischen Bereich umfassende PCR näher 
charakterisiert (Primer siehe Abbildung 4.1). Es zeigen sich vier verschiedene CEACAM20-Varianten 
mit Deletionen sowohl in den für den extra- als auch für den intrazellulären Bereich kodierende Regio-
nen. Oben aufgeführt das Ergebnis der full-length-Klon-PCR mit einer erwarteten Größe des un-
gespleißten Produkts von 1886 bp, unten das Ergebnis der PCR über den intrazellulären Bereich mit 
einer berechneten Größe von 414 bp bei Abwesenheit von Spleißen. C20, CEACAM20; Δ, Exonse-
quenz ausgespleißt. 
 
Durch Sequenzierung wurden die erhaltenen Ergebnisse bestätigt. Es handelt sich 
um verschiedene Spleißvarianten von CEACAM20-mRNAs, wobei extrazellulär der 
kodierende Bereich für die B2-Domäne fehlen kann, intrazellulär der kodierende Be-
reich für den zytoplasmatischen Bereich 3 (Cyt3). In Tabelle 4.1 sind die systemati-
sche Bezeichnung (Beauchemin et al., 1999) und die accession numbers zusam-
mengestellt.  
 
Spleißvariante systematische Bezeichnung accession number 
CEACAM20 full length CEACAM20-5L EU008600 
CEACAM20ΔB2ΔCyt3 CEACAM20-4S EU008601 
CEACAM20ΔB2 CEACAM20-4L EU008602 
CEACAM20ΔCyt3 CEACAM20-5S EU008603 
 
Tab. 4.1: Nomenklatur der CEACAM20-Spleißvarianten. Nach der Genbezeichnung wird die Zahl 
der extrazellulären Ig-ähnlichen Domänen angezeigt. Die Buchstaben L und S zeigen an, ob es sich 
um eine full-length oder um eine verkürzte zytoplasmatische Domäne handelt. 
 
Abbildung 4.4 zeigt die Sequenzierungsergebnisse für alle Varianten von CEA-
CAM20 im Vergleich zu der in ensembl vorhergesagten Sequenz von CEACAM20 
zusammen mit der Proteinsequenz für den CEACAM20-full-length-Klon. Außerdem 
sind single nucleotide polymorphisms (SNPs) grün (ohne Aminosäureaustausch) 
bzw. gelb (mit Aminosäureaustausch) unterlegt sowie eine Änderung der entspre-





                                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   TCAGGTGCCGGGACCCATGGGGCCTGCTGACTCATGGGGACACCACTGGATGGGAATCCTGCTTTCAGCCTCGCTTTGTACCGTATGGAGTCCTCCAGCTGCAGCCCAGCTCACCCTCAA 
CEACAM20_Klon16         TCAGGTGCCGGGACCCATGGGGCCTGCTGACTCATGGGGACACCACTGGATGGGAATCCTGCTCTCAGCCTCGCTTTGTACCGTATGGAGTCCTCCAGCTGCAGCCCAGCTCACCCTCAA 
CEACAM20_Klon24         TCAGGTGCCGGGACCCATGGGGCCTGCTGACTCATGGGGACACCACTGGATGGGAATCCTGCTCTCAGCCTCGCTTTGTACCGTATGGAGTCCCCCAGCTGCAGCCCAGCTCACCCTCAA 
CEACAM20_Klon27         TCAGGTGCCGGGACCCATGGGGCCTGCTGACTCATGGGGACACCACTGGATGGGAATCCTGCTCTCAGCCTCGCTTTGTACCGTATGGAGTCCTCCAGCTGCAGCCCAGCTCACCCTCAA 
CEACAM20_Klon44         TCAGGTGCCGGGACCCATGGGGCCTGCTGACTCATGGGGACACCACTGGATGGGAATCCTGCTCTCAGCCTCGCTTTGTACCGTATGGAGTCCTCCAGCTGCAGCCCAGCTCACCCTCAA 
Aminosäuresequenz                 -M--G--P--A--D--S--W--G--H--H--W--M--G--I--L--L--S--A--S--L--C--T--V--W--S--P--P--A--A--A--Q--L--T--L--N 
SAP                                                                                   L                             P 
                               130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   TGCCAACCCACTTGATGCCACCCAAAGTGAGGATGTTGTTCTGCCTGTGTTTGGGACCCCCAGGACACCCCAGATTCATGGCAGATCCAGAGAGCTGGCCAAACCCTCCATTGCAGTCAG 
CEACAM20_Klon16         TGCCAACCCACTTGATGCCACCCAAAGTGAGGATGTTGTTCTGCCTGTGTTTGGGACCCCCAGGACACCCCAGATTCATGGCAGATCCAGAGAGCTGGCCAAACCCTCCATTGCAGTCAG 
CEACAM20_Klon24         TGCCAACCCACTTGATGCCACCCAAAGTGAGGATGTTGTTCTGCCTGTGTTTGGGACCCCCAGGACACCCCAGATTCATGGCAGATCCAGAGAGCTGGCCAAACCCTCCATTGCAGTCAG 
CEACAM20_Klon27         TGCCAACCCACTTGATGCCACCCAAAGTGAGGATGTTGTTCTGCCTGTGTTTGGGACCCCCAGGACACCCCAGATTCATGGCAGATCCAGAGAGCTGGCCAAACCCTCCATTGCAGTCAG 
CEACAM20_Klon44         TGCCAACCCACTTGATGCCACCCAAAGTGAGGATGTTGTTCTGCCTGTGTTTGGGACCCCCAGGACACCCCAGATTCATGGCAGATCCAGAGAGCTGGCCAAACCCTCCATTGCAGTCAG 
Aminosäuresequenz       --A--N--P--L--D--A--T--Q--S--E--D--V--V--L--P--V--F--G--T--P--R--T--P--Q--I--H--G--R--S--R--E--L--A--K--P--S--I--A--V--S 
SAP 
                               250       260       270       280       290       300       310       320       330       340       350       360 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   CCCAGGCACTGCCATAGAGCAGAAGGACATGGTGACCTTCTACTGCACCACTAAGGACGTCAACATTACCATCCACTGGGTTTCCAACAACCTCTCCATTGTGTTCCATGAGCGCATGCA 
CEACAM20_Klon16         CCCAGGCACTGCCATAGAGCAGAAGGACATGGTGACCTTCTACTGCACCACTAAGGACGTCAACATTACCATCCACTGGGTTTCCAACAACCTCTCCGTTGTGTTCCATGAGCGCATGCA 
CEACAM20_Klon24         CCCAGGCACTGCCATAGAGCAGAAGGACATGGTGACCTTCTACTGCACCACTAAGGACGTCAACATTACCATCCACTGGGTTTCCAACAACCTCTCCGTTGTGTTCCATGAGCGCATGCA 
CEACAM20_Klon27         CCCAGGCACTGCCATAGAGCAGAAGGACATGGTGACCTTCTACTGCACCACTAAGGACGTCAACATTACCATCCACTGGGTTTCCAACAACCTCTCCGTTGTGTTCCATGAGCGCATGCA 
CEACAM20_Klon44         CCCAGGCACTGCCATAGAGCAGAAGGACATGGTGACCTTCTACTGCACCACTAAGGACGTCAACATTACCATCCACTGGGTTTCCAACAACCTCTCCGTTGTGTTCCATGAGCGCATGCA 
Aminosäuresequenz       --P--G--T--A--I--E--Q--K--D--M--V--T--F--Y--C--T--T--K--D--V--N--I--T--I--H--W--V--S--N--N--L--S--I--V--F--H--E--R--M--Q 
SAP        V   
                               370       380       390       400       410       420       430       440       450       460       470       480 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   GCTGTCCAAGGATGGCAAGATCCTCACCATTCTCATTGTCCAGCGGGAGGACTCAGGGACTTACCAATGTGAAGCTCGAGATGCCCTTCTGAGCCAGAGGAGCGACCCCATCTTCCTGGA 
CEACAM20_Klon16         GCTGTCCAAGGATGGCAAGATCCTCACCATTCTCATTGTCCAGCGGGAGGACTCAGGGACTTACCAATGTGAAGCTCGAGATGCCCTTCTGAGCCAGAGGAGCGACCCCATCTTCCTGGA 
CEACAM20_Klon24         GCTGTCCAAGGATGGCAAGATCCTCACCATTCTCATTGTCCAGCGGGAGGACTCAGGGACTTACCAATGTGAAGCTCGAGATGCCCTTCTGAGCCAGAGGAGCGACCCCATCTTCCTGGA 
CEACAM20_Klon27         GCTGTCCAAGGATGGCAAGATCCTCACCATTCTCATTGTCCAGCGGGAGGACTCAGGGACTTACCAATGTGAAGCTCGAGATGCCCTTCTGAGCCAGAGGAGCGACCCCATCTTCCTGGA 
CEACAM20_Klon44         GCTGTCCAAGGATGGCAAGATCCTCACCATTCTCATTGTCCAGCGGGAGGACTCAGGGACTTACCAATGTGAAGCTCGAGATGCCCTTCTGAGCCAGAGGAGCGACCCCATCTTCCTGGA 
Aminosäuresequenz       --L--S--K--D--G--K--I--L--T--I--L--I--V--Q--R--E--D--S--G--T--Y--Q--C--E--A--R--D--A--L--L--S--Q--R--S--D--P--I--F--L--D 
SAP 
                               490       500       510       520       530       540       550       560       570       580       590       600 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   TGTGAAGTATGGTCCTGATCCTGTTGAAATCAAATTGGAGTCTGGTGTTGCCAGTGGGGAGGTGGTTGAGGTGATGGAGGGCTCCAGCATGACCTTCTTAGCGGAAACAAAGTCTCACCC 
CEACAM20_Klon16         TGTGAAGTATGGTCCTGATCCTGTTGAAATCAAATTGGAGTCTGGTGTTGCCAGTGGGGAGGTGGTTGAGGTGATGGAGGGCTCCAGCATGACCTTCTTAGCGGAAACAAAGTCTCACCC 
CEACAM20_Klon24         TGTGAAGTATGGTCCTGATCCTGTTGAAATCAAATTGGAGTCTGGTGTTGCCAGTGGGGAGGTGGTTGAGGTGATGGAGGGCTCCAGCATGACCTTCTTAGCGGAAACAAAGTCTCACCC 
CEACAM20_Klon27         TGTGAAGTATGGTCCTGATCCTGTTGAAATCAAATTGGAGTCTGGTGTTGCCAGTGGGGAGGTGGTTGAGGTGATGGAGGGCTCCAGCATGACCTTCTTAGCGGAAACAAAGTCTCACCC 
CEACAM20_Klon44         TGTGAAGTATGGTCCTGATCCTGTTGAAATCAAATTGGAGTCTGGTGTTGCCAGTGGGGAGGTGGTTGAGGTGATGGAGGGCTCCAGCATGACCTTCTTAGCGGAAACAAAGTCTCACCC 
Aminosäuresequenz       --V--K--Y--G--P--D--P--V--E--I--K--L--E--S--G--V--A--S--G--E--V--V--E--V--M--E--G--S--S--M--T--F--L--A--E--T--K--S--H--P 
SAP 
                               610       620       630       640       650       660       670       680       690       700       710       720 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   ACCCTGTGCCTATACTTGGTTTCTCCTTGACTCCATTCTGTCTCACACCACGAGAACATTCACCATCCATGCTGTGTCCAGAGAACATGAGGGCCTGTACAGGTGCTTGGTGTCCAACAG 
CEACAM20_Klon16         ACCCTGTGCCTATACTTGGTTTCTCCTTGACTCCATTCTGTCTCACACCACGAGAACATTCACCATCCATGCTGTGTCCAGAGAACATGAGGGCCTGTACAGGTGCTTGGTGTCCAACAG 
CEACAM20_Klon24         ACCCTGTGCCTATACTTGGTTTCTCCTTGACTCCATTCTGTCTCACACCACGAGAACATTCACCATCCATGCTGTGTCCAGAGAACATGAGGGCCTGTACAGGTGCTTGGTGTCCAACAG 
CEACAM20_Klon27         ACCCTGTGCCTATACTTGGTTTCTCCTTGACTCCATTCTGTCTCACACCACGAGAACATTCACCATCCATGCTGTGTCCAGAGAACATGAGGGCCTGTACAGGTGCTTGGTGTCCAACAG 
CEACAM20_Klon44         ACCCTGTGCCTATACTTGGTTTCTCCTTGACTCCATTCTGTCTCACACCACGAGAACATTCACCATCCATGCTGTGTCCAGAGAACATGAGGGCCTGTACAGGTGCTTGGTGTCCAACAG 
Aminosäuresequenz       --P--C--A--Y--T--W--F--L--L--D--S--I--L--S--H--T--T--R--T--F--T--I--H--A--V--S--R--E--H--E--G--L--Y--R--C--L--V--S--N--S 
SAP 
                               730       740       750       760       770       780       790       800       810       820       830       840 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   TGCCACCCACCTGTCCAGCCTGGGTACTCTGAAGGTCCGAGTACTTGAAACACTGACCATGCCTCAAGTCGTGCCTTCAAGCCTGAACCTTGTGGAGAATGCTAGGTCTGTGGACCTGAC 
CEACAM20_Klon16         TGCCACCCACCTGTCCAGCCTGGGTACTCTGAAGGTCCGAGTACTTGAAACACTGACCATGCCTCAAGTCGTGCCTTCAAGCCTGAACCTTGTGGAGAATGCTAGGTCTGTGGACCTGAC 
CEACAM20_Klon24         TGCCACCCACCTGTCCAGCCTGGGTACTCTGAAGGTCCGAGTACTTGAAACACTGACCATGCCTCAAGTCGTGCCTTCAAGCCTGAACCTTGTGGAGAATGCTAGGTCTGTGGACCTGAC 
CEACAM20_Klon27         TGCCACCCACCTGTCCAGCCTGGGTACTCTGAAGGTCCGAGTACTTGAAACACTGACCATGCCTCAAGTCGTGCCTTCAAGCCTGAACCTTGTGGAGAATGCTAGGTCTGTGGACCTGAC 
CEACAM20_Klon44         TGCCACCCACCTGTCCAGCCTGGGTACTCTGAAGGTCCGAGTACTTGAAACACTGACCATGCCTCAAGTCGTGCCTTCAAGCCTGAACCTTGTGGAGAATGCTAGGTCTGTGGACCTGAC 
Aminosäuresequenz       --A--T--H--L--S--S--L--G--T--L--K--V--R--V--L--E--T--L--T--M--P--Q--V--V--P--S--S--L--N--L--V--E--N--A--R--S--V--D--L--T 
SAP 
                               850       860       870       880       890       900       910       920       930       940       950       960 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   CTGCCAAACCGTCAATCAGAGTGTGAATGTCCAGTGGTTCCTAAGTGGCCAGCCCCTCCTGCCCAGTGAGCACCTGCAGCTGTCAGCTGACAACAGGACCCTAATCATCCATGGCCTCCA 
CEACAM20_Klon16         CTGCCAAACCGTCAATCAGAGTGTGAATGTCCAGTGGTTCCTAAGTGGCCAGCCCCTCCTGCCCAGTGAGCACCTGCAGCTGTCAGCTGACAACAGGACCCTAATCATCCATGGCCTCCA 
CEACAM20_Klon24         CTGCCAAACCGTCAATCAGAGTGTGAATGTCCAGTGGTTCCTAAGTGGCCAGCCCCTCCTGCCCAGTGAGCACCTGCAGCTGTCAGCTGACAACAGGACCCTAATCATCCATGGCCTCCA 
CEACAM20_Klon27         CTGCCAAACCGTCAATCAGAGTGTGAATGTCCAGTGGTTCCTAAGTGGCCAGCCCCTCCTGCCCAGTGAGCACCTGCAGCTGTCAGCTGACAACAGGACCCTAATCATCCATGGCCTCCA 
CEACAM20_Klon44         CTGCCAAACCGTCAATCAGAGTGTGAATGTCCAGTGGTTCCTAAGTGGCCAGCCCCTCCTGCCCAGTGAGCACCTGCAGCTGTCAGCTGACAACAGGACCCTAATCATCCATGGCCTCCA 
Aminosäuresequenz       --C--Q--T--V--N--Q--S--V--N--V--Q--W--F--L--S--G--Q--P--L--L--P--S--E--H--L--Q--L--S--A--D--N--R--T--L--I--I--H--G--L--Q 
SAP 
                               970       980       990      1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   GCGGAATGACACGGGGCCCTATGCCTGTGAGGTCTGGAACTGGGGCAGCCGGGCCCGGAGTGAGCCCCTTGAGCTGACCATCAACTATGGTCCTGACCAAGTGCACATCACCAGGGAGTC 
CEACAM20_Klon16         GCGGAATGACACGGGGCCCTATGCCTGTGAGGTCTGGAACTGGGGCAGCCGGGCCCGGAGTGAGCCCCTTGAGCTGACCATCAACTATGGTCCTGACCAAGTGCACATCACCAGGGAGTT 
CEACAM20_Klon24         GCGGAATGACACGGGGCCCTATGCCTGTGAGGTCTGGAACTGGGGCAGCCGGGCCCGGAGTGAGCCCCTTGAGCTGACCATCAACT---------------------------------- 
CEACAM20_Klon27         GCGGAATGACACGGGGCCCTATGCCTGTGAGGTCTGGAACTGGGGCAGCCGGGCCCGGAGTGAGCCCCTTGAGCTGACCATCAACT---------------------------------- 
CEACAM20_Klon44         GCGGAATGACACGGGGCCCTATGCCTGTGAGGTCTGGAACTGGGGCAGCCGGGCCCGGAGTGAGCCCCTTGAGCTGACCATCAACTATGGTCCTGACCAAGTGCACATCACCAGGGAGTT 
Aminosäuresequenz       --R--N--D--T--G--P--Y--A--C--E--V--W--N--W--G--S--R--A--R--S--E--P--L--E--L--T--I--N--Y--G--P--D--Q--V--H--I--T--R--E--S 
SNP               L  
                              1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   GGCATCTGAGATGATCAGCACCATAGAGGCAGAGCTCAACTCCAGCCTGACCCTGCAGTGTTGGGCCGAGTCCAAGCCAGGTGCTGAGTATCGCTGGACTCTTGAACACTCCACCGGGGA 
CEACAM20_Klon16         GGCATCTGAGATGATCAGCACCATAGAGGCAGAGCTCAACTCCAGCCTGACCCTGCAGTGTTGGGCCGAGTCCAAGCCAGGTGCTGAGTATCGCTGGACTCTAGAACACTCCACCGGGGA 
CEACAM20_Klon24         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CEACAM20_Klon27         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CEACAM20_Klon44         GGCATCTGAGATGATCAGCACCATAGAGGCAGAGCTCAACTCCAGCCTGACCCTGCAGTGTTGGGCCGAGTCCAAGCCAGGTGCTGAGTATCGCTGGACTCTTGAACACTCCACCGGGGA 
Aminosäuresequenz       --A--S--E--M--I--S--T--I--E--A--E--L--N--S--S--L--T--L--Q--C--W--A--E--S--K--P--G--A--E--Y--R--W--T--L--E--H--S--T--G--E 
SAP            L   
 
                              1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300      1310      1320 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   GCACCTGGGTGAGCAGCTGATTATCAGGGCTCTGACCTGGGAACACGACGGGATCTACAACTGCACAGCCTCCAACTCTCTCACTGGCCTGGCCCGCTCCACTTCAGTCCTGGTCAAGGT 
CEACAM20_Klon16         GCACCTGGGTGAGCAGCTGATTATCAGGGCTCTGACCTGGGAACACGACGGGATCTACAACTGCACAGCCTCCAACTCTCTCACTGGCCTGGCCCGCTCCACTTCAGTCCTGGTCAAGGT 
CEACAM20_Klon24         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CEACAM20_Klon27         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CEACAM20_Klon44         GCACCTGGGTGAGCAGCTGATTATCAGGGCTCTGACCTGGGAACACGACGGGATCTACAACTGCACAGCCTCCAACTCTCTCACTGGCCTGGCCCGCTCCACTTCAGTCCTGGTCAAGGT 
Aminosäuresequenz       --H--L--G--E--Q--L--I--I--R--A--L--T--W--E--H--D--G--I--Y--N--C--T--A--S--N--S--L--T--G--L--A--R--S--T--S--V--L--V--K--V 
SAP 
                              1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   GGTAGGTCCCCAGTCCTCCTCCCTGTCCTCAGGGGCCATCGCTGGTATTGTCATCGGGATCCTGGCTGTCATTGCTGTGGCCTCAGAACTGGGCTATTTTCTCTACATCAGAAATGCCAG 
CEACAM20_Klon16         GGTAGGTCCCCAGTCCTCCTCCCTGCCCTCAGGGGCCATCGCTGGTATTGTCATCGGGATCCTGGCTGTCATTGCTGTGGCCTCAGAACTGGGCTATTTTCTCTGCATCAGAAATGCCAG 
CEACAM20_Klon24         -----GTCCCCAGTCCTCCTCCCTGTCCTCAGGGGCCATCGCTGGTATTGTCATCGGGATCCTGGCTGTCATTGCTGTGGCCTCAGAACTGGGCTATTTTCTCTGCATCAGAAATGCCAG 
CEACAM20_Klon27         -----GTCCCCAGTCCTCCTCCCTGTCCTCAGGGGCCATCGCTGGTATTGTCATCGGGATCCTGGCTGTCATTGCTGTGGCCTCAGAACTGGGCTATTTTCTCTGCATCAGAAATGCCAG 
CEACAM20_Klon44         GGTAGGTCCCCAGTCCTCCTCCCTGTCCTCAGGGGCCATCGCTGGTATTGTCATCGGGATCCTGGCTGTCATTGCTGTGGCCTCAGAACTGGGCTATTTTCTCTGCATCAGAAATGCCAG 
Aminosäuresequenz       --V--G--P--Q--S--S--S--L--S--S--G--A--I--A--G--I--V--I--G--I--L--A--V--I--A--V--A--S--E--L--G--Y--F--L--Y--I--R--N--A--R 
SAP        P             C   
                              1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540      1550      1560 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   ACGGCCCTCAAGGAAAACAACAGAGGACCCCAGTCATGAGACCTCACAACCCATCCCGAAGGAGGAGCACCCCACAGAGCCCAGTTCCGAAAGCCTGAGTCCTGAGTATTGCAATATATC 
CEACAM20_Klon16         ACGGCCCTCAAGGAAAACAACAGAGGACCCCAGTCATGAGACCTCACAACCCATCCCGAAGGAGGAGCACCCCACAGAGCCCAGTTCCGAAAGCCTGAGTCCTGAGTATCGCAATATATC 
CEACAM20_Klon24         ACGGCCCTCAAGGAAAACAACAGAGGACCCCAGTCATGAGACCTCACAACCCATCCCGAAGGAGGAGCACCCCACAGAGCCCAGTTCCGAAAGCCTGAGTCCTGAGTATTGCAATATATC 
CEACAM20_Klon27         ACGGCCCTCAAGGAAAACAACAGAGGACCCCAGTCATGAGACCTCACAACCCATCCCGAAGGAGGAGCACCCCACAGAGCCCAGTTCCGAAAGCCTGAGTCCTGAGTATTGCAATATATC 
CEACAM20_Klon44         ACGGCCCTCAAGGAAAACAACAGAGGACCCCAGTCATGAGACCTCACAACCCATCCCGAAGGAGGAGCACCCCACAGAGCCCAGTTCCGAAAGCCTGAGTCCTGAGTATTGCAATATATC 
Aminosäuresequenz       --R--P--S--R--K--T--T--E--D--P--S--H--E--T--S--Q--P--I--P--K--E--E--H--P--T--E--P--S--S--E--S--L--S--P--E--Y--C--N--I--S 
SAP                    R   
                              1570      1580      1590      1600      1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   CCAGCTTCAGGGACGGATCAGAGTCGAACTGATGCAACCACCAGACCTTCCAGAGGAGACCTATGAGACGAAGCTGCCTTCAGCAAGCCGTAGAGGCAATTCTTTCAGCCCCTGGAAGCC 
CEACAM20_Klon16         CCAGCTTCAGGGACGGATCAGAGTCGAACTGATGCAACCACCAGACCTTCCAGAGGAGACCTATGAGACGAAGCTGCCTTCAGCAAGCCGTAGAGGCAATTCTTTCAGCCCCTGGAAGCC 
CEACAM20_Klon24         CCAGCTTCAGGGACGGATCAGAGTCGAACTGA------------------------------------CGAAGCTGCCTTCAGCAAGCCGTAGAGGCAATTCTTTCAGCCCCTGGAAGCC 
CEACAM20_Klon27         CCAGCTTCAGGGACGGATCAGAGTCGAACTGATGCAACCACCAGACCTTCCAGAGGAGACCTATGAGACGAAGCTGCCTTCAGCAAGCCGTAGAGGCAATTCTTTCAGCCCCTGGAAGCC 
Ergebnisse 45
CEACAM20_Klon44         CCAGCTTCAGGGACGGATCAGAGTCGAACTGA------------------------------------CGAAGCTGCCTTCAGCAAGCCGTAGAGGCAATTCTTTCAGCCCCTGGAAGCC 
Aminosäuresequenz       --Q--L--Q--G--R--I--R--V--E--L--M--Q--P--P--D--L--P--E--E--T--Y--E--T--K--L--P--S--A--S--R--R--G--N--S--F--S--P--W--K--P 
SAP 
                              1690      1700      1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800 
                                 |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CEACAM20_XM_001134461   ACCACCCAAACCTCTGATGCCCCCACTCAGATTGGTCTCCACTGTGCCAAAAAACATGGAGTCAATCTATGAGGTG-------------------------------------------- 
CEACAM20_Klon16         ACCACCCAAACCTCTGATGCCCCCACTCAGATTGGTCTCCACTGTGCCAAAAAACATGGAGTCAATCTATGAGGAGCTTGTGAATCCAGAGCCCAACACTTACATCCAAATCAACCCCTC 
CEACAM20_Klon24         ACCACCCAAACCTCTGATGCCCCCACTCAGATTGGTCTCCACTGTGCCAAAAAACATGGAGTCAATCTATGAGGAGCTTGTGAATCCAGAGCCCAACACTTACATCCAAATCAACCCCTC 
CEACAM20_Klon27         ACCACCCAAACCTCTGATGCCCCCACTCAGATTGGTCTCCACTGTGCCAAAAAACATGGAGTCAATCTATGAGGAGCTTGTGAATCCAGAGCCCAACACTTACATCCAAATCAACCCCTC 
CEACAM20_Klon44         ACCACCCAAACCTCTGATGCCCCCACTCAGATTGGTCTCCACTGTGCCAAAAAACATGGAGTCAATCTATGAGGAGCTTGTGAATCCAGAGCCCAACACTTACATCCAAATCAACCCCTC 
Aminosäuresequenz       --P--P--K--P--L--M--P--P--L--R--L--V--S--T--V--P--K--N--M--E--S--I--Y--E--V--L--V--N--P--E--P--N--T--Y--I--Q--I--N--P--S 
SAP                                                                                               E       
                              1810      1820 
                                 |         | 
CEACAM20_XM_001134461   --------------------------- 
CEACAM20_Klon16         CGTCTAATGGAATTCTGCAGATATCCA 
CEACAM20_Klon24         CGTCTAATGGAATTCTGCAGATATCCA 
CEACAM20_Klon27         CGTCTAATGGAATTCTGCAGATATCCA 
CEACAM20_Klon44         CGTCTAATGGAATTCTGCAGATATCCA 
Aminosäuresequenz       --V-Stop 
SAP                                                                                                                        
 
Abb. 4.4: Aminosäure- und Nukleotidsequenzvergleich von CEACAM20-Spleißvarianten. Die 
CEACAM20-cDNAs wurden mit Hilfe von genspezifischen Primern durch nested PCR amplifiziert, 
subkloniert und sequenziert. Rot gedruckt sind übereinstimmende Nukleotide. Bei Klon 24 und 27 fehlt 
die für die extrazelluläre Domäne B2 kodierende Sequenz, bei Klon 24 und 44 die für den zytoplasma-
tischen Bereich 3. Man erkennt einzelne SNPs (single nucleotide polymorphism), die bei synonymen 
Austauschen grün oder bei nichtsynonymen Austauschen gelb unterlegt sind. Blau unterlegt sind die 
Start- und Stoppkodonen. Wie man erkennen kann, fehlt bei der vorausgesagten Sequenz der zy-
toplasmatische Bereich 5 sowie das Stoppkodon. Die Aminosäuresequenz wurde von der Referenz-
sequenz (bis auf das C-terminale Ende) abgeleitet. Die Sequenzen wurden bei Genbank eingereicht 
und zusammen mit den entsprechenden Proteinsequenzen publiziert. SAP, single amino acid poly-
morphism. 
 
Um eine quantitative Aussage zur Häufigkeit der gefundenen Spleißvarianten von 
CEACAM20 treffen zu können, wurden insgesamt 21 Klone analysiert. Tabelle 4.2 
fasst die Häufigkeit der Spleißereignisse zusammen. 
 
Spleißvariante Anzahl Prozentsatz
CEACAM20 full length 15 71,4% 
CEACAM20ΔB2ΔCyt3 1 4,8% 
CEACAM20ΔB2 2 9,5% 
CEACAM20ΔCyt3 3 14,3% 
 
Tab. 4.2: Häufigkeitsverteilung der CEACAM20-Spleißvarianten. Insgesamt wurden 21 CEA-
CAM20-cDNA-Klone analysiert. 15 von ihnen entsprechen der full-length-Variante von CEACAM20-
mRNA, bei 6 Klonen fand ein Spleißereignis statt. 
 
Die gefundenen SNPs wurden mit in ensembl veröffentlichten SNPs verglichen. Eini-
ge von ihnen werden von ensembl vorhergesagt, andere hingegen wurden im Rah-
men der Klonierung der CEACAM20-cDNA neu entdeckt. Interessant sind die SNPs, 
die zu einem Aminosäureaustausch und damit eventuell zu einer veränderten Prote-
instruktur führen. Als Resultat daraus kann sich eine neue Funktion oder ein Funkti-
onsverlust ergeben. In Tabelle 4.3 sind die Positionen sowie der Nukleotidaustausch 
der SNPs der gefundenen CEACAM20-Sequenzen im Vergleich zu der in ensembl 
angegebenen Sequenz zusammengefasst. Allerdings kann insbesonders bei singulär 
auftretenden Sequenzvarianten ein Misinkorporation durch die hitze-stabile Polyme-
rase nicht ausgeschlossen werden. 
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SNPs, diese Arbeit T→C T→C A→G C→T T→A T→C A→G T→C T→A 
betroffenes Codon CTT/C CCT/C A/GTT TC/TG CTT/A T/CCC TA/GC T/CGC GT/AG
kodierte Aminosäu-
re 
L→L P→P I→V S→L L→L S→P Y→C C→R V→E 
SNP, ensembl  - - A→G C→T - - A→G T→C - 
 
Tab. 4.3: Analyse der in den CEACAM20-cDNA-Klonen gefundenen Nukleotidsequenzvaria-
tionen im Vergleich zu bekannten CEACAM20-SNPs. Die angegebenen Positionen beziehen sich 
auf die in Abbildung 4.4 aufgeführten full-length-CEACAM20-Nukleotidsequenz. Hat ein Pyrimidin- 
austausch (Thymin zu Cytosin) stattgefunden, ist dies durch „T→C“ symbolisiert, analog dazu ein 
Purin- oder ein gemischter Austausch. Entsprechend sind die Frequenz des betroffenen Codons so-
wie die resultierenden Aminosäureaustausche im Einbuchstabencode angegeben. Man erkennt mög-
liche neue SNPs, die noch nicht in ensembl veröffentlicht wurden. 
 
 
4.1.2 Charakterisierung poly- und monoklonaler Anti-CEACAM20-Antikörper 
und Nachweis von CEACAM20-Protein 
 
Um den Expressionsort von CEACAM20 untersuchen können, wurden Antikörper 
benötigt. Da es für dieses Protein keine Antikörper zu kaufen gab, wurden in Vorar-
beiten des Labors und in Kooperation mit der Firma Genovac (Freiburg) mithilfe der 
genetischen Immunisierung poly- und monoklonale Antikörper gegen den extrazellu-
lären Bereich von CEACAM20 generiert. Die Charakterisierung dieser Antikörper er-




Zur Charakterisierung der Hybridomüberstände und monoklonalen Antikörper wurde 
zunächst ein zell-basierter ELISA (CELISA) durchgeführt, da bei dieser Methode vie-
le Proben parallel getestet werden können. Mithilfe dieses CELISAs konnte die Er-
kennung aller vier Spleißvarianten durch die Antikörper gezeigt werden, da bei Zel-
len, die eine Spleißvariante von CEACAM20 exprimieren, der der kodierende Bereich 
für die extrazelluläre Domäne B2 fehlt, keine niedrigeren Werte gefunden wurden. 
Das bedeutet, dass alle getesteten Hybridomüberstände und der monoklonale Anti-
körper nicht an die B2-Domäne binden und somit alle hier untersuchten Spleißvarian-
ten von CEACAM20 detektieren. Als Negativkontrolle wurde ein nicht-relevanter 
Erstantikörper (Anti-c-myc-Antikörper) verwendet. Tabelle 4.4 zeigt das erhaltene 
Ergebnis.  
 
Hybridomüberstand 6G4A5 12D8 8B3G11 5B5 17D7 21G2 - - 
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gereinigter Antikörper - - - - - - 6G4A5 Anti- c-myc-AK 
CEACAM20 full length 287 2095 649 111 3344 4651 891 47
CEACAM20ΔB2ΔCyt3 443 1609 605 106 3301 4790 876 45
CEACAM20ΔB2 395 1602 416 49 5550 4698 1438 37
CEACAM20ΔCyt3 877 1951 637 54 5490 6232 935 41
 
Tab. 4.4: Detektion von CEACAM20-Spleißvarianten im CELISA mit Anti-CEACAM20-
Hybridomüberständen und Anti-CEACAM20-Antikörper. 7500 Zellen pro well einer 96-well-Platte 
wurden transient mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transfiziert, mit 50 µl Hybridomü-
berständen (wie dargestellt) oder 20 µg/ml monoklonalem Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 oder 
einem Anti-c-myc-AK (10 µg/ml) als Negativkontrolle für 1h inkubiert. Nach Inkubation mit HRP-
markierten Kaninchen-Anti-Maus-Ig-Antikörper und einem fluorigenen Substrat wurde das umgesetzte 
Substrat im Fluorimeter quantifiziert. Man erkennt, dass der jeweilige Überstand alle CEACAM20-
Spleißvarianten gleichermaßen detektiert.  
 
Aufgrund der Ergebnisse wurden nur die Überstände 12D8, 17D7 und 21G2 sowie 
der monoklonale Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 in weiteren Versuchen verwen-
det. 
 
4.1.2.2 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Zur genaueren Charakterisierung der Bindungsstärke wurden die Antikörper in der 
Durchflusszytometrie getestet. Dazu wurden COS7-Zellen verwendet, die transient 
mit CEACAM20-Expressionsvektoren transfiziert wurden. Auch im FACS wurden alle 
vier Spleißvarianten sowohl durch polyklonale als auch durch monoklonale Antikör-
per detektiert. Exemplarisch für alle weiteren getesteten Antikörper zeigt Abbildung 





Abb. 4.5: Detektion aller Spleißvarianten von CEACAM20 in der Durchflusszytometrie mit Anti-
CEACAM20-Hybridomüberstand 17D7. Die vier verschiedenen Spleißvarianten von CEACAM20 (a: 
CEACAM20 full-length; b: CEACAM20ΔB2ΔCyt3; c: CEACAM20ΔB2; d: CEACAM20ΔCyt3) wurden 
transient in COS7-Zellen exprimiert und 48 h nach Expressionsvektor-Transfektion mit Anti-
CEACAM20-Hybridomüberstand 17D7 und PE-markiertem Kaninchen-Anti-Maus-Ig reagiert und mit-
Ergebnisse 48 
tels Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte Zellen verwendet, 
die in der Darstellung als schwarze Linie zu erkennen ist. Die Ergebnisse für die Proben der CEA-
CAM20-exprimierenden Zellen stellen die roten Linien dar. In dem dargestellten Experiment war die 
Transfektionseffizienz für die ΔB2ΔCyt3-Spleißvariante (b) nur sehr gering. Die kleine transfizierte 
Zellpopulation jedoch wurde durch den Antikörper 17D7 erkannt (siehe Fluoreszenzbereich zwischen 
102 und 103). 
 
Zur weiteren Charakterisierung wurde das polyklonale Anti-CEACAM20-Serum zu-
sätzlich auf eine mögliche Interaktion mit weiteren, verbreitet exprimierten Mitgliedern 
der CEA-Familie hin getestet. Dazu wurden stabile Transfektanten für CEACAM1, 
CEACAM5 und CEACAM6 verwendet. Als Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte 
Zellen. Die Kontrolle für CEACAM20 erfolgte mit stabil transfizierten COS7-Zellen. Es 
zeigt sich, dass ausschließlich CEACAM20 durch das polyklonale Serum detektiert 




Abb. 4.6: Analyse des polyklonalen Anti-CEACAM20-Serums auf Kreuzreaktion mit anderen 
Mitgliedern der CEA-Familie. Der Versuch wurde analog zu den Reaktionsbedingungen des Expe-
riments in Abb. 4.5 durchgeführt. Schwarz dargestellt ist die Negativkontrolle (nicht-transfizierte Zel-
len), rot ist die Positivkontrolle (transfizierte Zellen mit jeweiligem monoklonalem Antikörper: a) CEA-
CAM1: 4/3/17, b) CEACAM5: 4/3/17, c) CEACAM6: D14HD11 und d) CEACAM20: 6G4A5) und grün 
das polyklonale Serum. Man erkennt, dass das polyklonale Anti-CEACAM20-Serum nicht mit den 
nahe-verwandten CEA-Familienmitgliedern CEACAM1, CEACAM5 und CEACAM6 kreuzreagiert. 
 
4.1.2.3 Western Blot 
 
Auch im Western Blot konnten die monoklonalen Anti-CEACAM20-Antikörper alle 
vier Spleißvarianten detektieren. Hierzu wurde von transient transfizierten HeLa-
Zellen ein Zelllysat angefertigt und jeweils 20 µg Protein elektrophoretisch aufge-
trennt. Interessanterweise zeigen sich Doppelbanden für CEACAM20, die sich um 16 
kDa voneinander unterscheiden. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre eine protease-
sensitive Stelle zwischen der A1- und B1-Domäne, da die N- und A1-Domänen zu-
sammen eine relative Molekülmasse von ungefähr 15,6 kDa (inklusive der Kohlehyd-
ratgruppen zweier potentieller Glykosylierungsstellen) aufweisen (vergleiche Abb. 
4.7). Als weitere Möglichkeit kommen Glykosylierungsunterschiede in Betracht. Die 
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Größe der oberen Banden für CEACAM20 liegt bei 86 kDa, für CEA-
CAM20ΔB2ΔCyt3 bei 67 kDa, für CEACAM20ΔB2 bei 68 kDa sowie für CEA-




Abb. 4.7: Detektion aller CEACAM20-Spleißvarianten im Western Blot mit Anti-CEACAM20-
Antikörpern 12D8 und 6G4A5. Domänenanordnung der kodierten CEACAM20-Isoformen (a). HeLa-
Zellen wurden transient mit dem pcDNA3.0-Vektor oder mit pcDNA3-CEACAM20-
Expressionskonstrukten der angegebenen Spleißvarianten transfiziert und ihre Lysate im Western Blot 
analysiert (b). Die jeweils obere Bande entspricht der erwarteten Größe der Spleißvariante, bei den 




Um zu überprüfen, ob der Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 grundsätzlich für die 
Immunhistologie (zumindest für den immunhistologischen Nachweis von CEACAM20 
in unfixiertem Gewebe) geeignet ist, wurden Transfektanten immunzytologisch ana-
lysiert. Für die Immunzytologie wurden COS7-Zellen verwendet, die transient full-
length-CEACAM20 beziehungsweise CEACAM20 ohne die extrazelluläre Domäne 
B2 exprimieren. Von diesen Zellen wurden Zytospins angefertigt und diese mit dem 
Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 gefärbt. Als Negativkontrollen wurden CEA-
CAM21-exprimierende Zellen und nicht-transfizierte Zellen (ohne Abbildung) mitge-
führt. In Abbildung 4.8 sieht man deutlich, dass der Anti-CEACAM20-Antikörper 
6G4A5 selektiv CEACAM20-exprimierende Zellen erkennt.  
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Abb. 4.8: Selektive Erkennung von CEACAM20 durch den monoklonalen Antikörper 6G4A5 in 
der Immunzytologie. Es wurden 48 h nach transienter Transfektion Zytospins von CEACAM20- und 
CEACAM21 exprimierenden Zellen angefertigt und immunzytologisch mittels Peroxidase-Reaktion 
gefärbt. Der monoklonale Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 erkennt sowohl CEACAM20 full-length 
(a) als auch CEACAM20ΔB2 (b), jedoch nicht CEACAM21-exprimierenden HeLa-Zellen (c).  
 
4.1.3 Nachweis von CEACAM20- und SYK-mRNA in Prostatakarzinomzelllinien 
und  -gewebe sowie Kolonkarzinomzelllinien  
 
In den folgenden Experimenten soll die Frage geklärt werden, ob CEACAM20 in Tu-
moren epithelialen Ursprungs auf RNA-Ebene exprimiert wird. Als erster Hinweis für 
eine funktionelle Interaktion soll eine Koexpression von CEACAM20 und SYK in die-
sen Karzinomen untersucht werden. Als Qualitätsanforderungen der isolierten RNA 
wurden ein Mengenverhältnis der 28 S- und 18 S-rRNA von 2:1, was einem molaren 
Verhältnis von 1:1 entspricht, sowie eine RNA Integrity Number über 7,0 definiert. In 
den weiteren Versuchen wurden nur RNAs verwendet, die diesen Anforderungen 
entsprachen (vergleiche Methodenteil).  
 
4.1.3.1 RT-PCR und Kontrolle mittels GAPDH-cDNA-Bestimmung 
 
Ein Mikrogramm isolierte und auf ihre Qualität hin getestete RNA wurde nun mithilfe 
von sogenannten random hexamer primern umgeschrieben. Als Kontrolle für die er-
folgreiche Umschreibung der mRNA in cDNA wurde eine PCR zum Nachweis der 
housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-cDNA 
durchgeführt. Man geht davon aus, dass GAPDH-mRNA in jeder eukaryontischen 
Zelle in ungefähr gleicher Menge vorliegt, da GAPDH funktionell an der für jede Zelle 
wichtigen Glykolyse beteiligt ist (Barber et al., 2005).  
 
4.1.3.2 Screening von Dünndarm-, Prostatanormal-, Prostatakarzinomgewebe 
sowie Prostatakarzinomzelllinien auf CEACAM20-mRNA mittels semiquantitati-
ver RT-PCR 
 
Mittels PCR wurde ein Screening von cDNA-Proben aus Dünndarm, normaler Pros-
tata, vier Prostatakarzinomzelllinien und sieben verschiedenen Prostatakarzinompro-
ben auf CEACAM20-cDNA durchgeführt (Abbildung 4.13). Dabei wurden die Primer 
so gewählt, dass zum einen der für die extrazellulären Domänen A2 und B2 kodie-
rende Bereich amplifiziert wurde (Primer in den Domänen A2 und TM, rot dargestellt) 
und zum anderen der intrazelluläre Bereich (Primer in den Domänen TM und Cyt5, 
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grün dargestellt). Dadurch sollten die CEACAM20-Spleißvarianten (Kapitel 4.1.2) in 
den einzelnen Geweben analysiert werden. Als Kontrolle sind die mit Hilfe der Ex-
pressionsplasmiden pcDNA3.0-CEACAM20ΔB2 und pcDNA3.0-CEACAM20ΔCyt3 
erhaltenen PCR-Produkte sowie die GAPDH-RT-PCR-Produkte mit aufgetragen 
(Kapitel 4.1.3.2). Man erkennt, dass im Dünndarm, in der Prostata und in einer Pros-
tatakarzinomprobe beide extrazellulären Spleißvarianten, in allen anderen Proben 
nur die verkürzte extrazelluläre Variante und in allen Proben die Varianten mit und 
ohne den zytoplasmatischen Bereich Cyt3 vorkommen.  
 
 
Abb. 4.13: CEACAM20-mRNA-Spleißvarianten in Dünndarm, Prostata, Prostatakarzinomzellli-
nien und –geweben. Es wurde eine Standard-PCR (vgl. Methodenteil) mit 30 Zyklen zum Nachweis 
von GAPDH-cDNA und 35 Zyklen zum Nachweis von CEACAM20-cDNA und anschließend eine Gele-
lektrophorese in einem 2%igen Agarosegel durchgeführt. Als Positivkontrollen wurden pcDNA3.0-
CEACAM20ΔB2 (C20ΔB2) und pcDNA3.0-CEACAM20ΔCyt3 (C20ΔCyt3) verwendet. Rechts ist die 
erwartete Größe der DNA-Fragmente angegeben. In den Prostatakarzinomzelllinien und -geweben 
dominiert die verkürzte extrazelluläre Spleißvariante (ΔB2), während bei allen Geweben und Zelllinien 
die CEACAM20-mRNAs, die für Varianten mit full-length Zytoplasmabereich kodieren, häufiger vorzu-
liegen scheinen. 
 
4.1.3.3 Screening von Kolonnormalgewebe und Kolonkarzinomzelllinien auf 
CEACAM20-mRNA mittels semiquantitativer RT-PCR 
 
Analog zur Versuchsdurchführung in Kapitel 4.1.3.3 wurde mittels PCR ein Scree-
ning der cDNA-Proben von Kolonnormalgewebe sowie Kolonkarzinomzelllinien auf 
CEACAM20-cDNA durchgeführt. Es wurden wieder die kodierenden Bereiche ampli-
fiziert, für die in anderen Geweben differentielles Spleißen beobachtet wurde (Abbil-
dung 4.14). Als Kontrolle sind die mit den Klonierungsvektoren pcDNA3.0-
CEACAM20ΔB2 und pcDNA3.0-CEACAM20ΔCyt3 als template erhaltenen PCR-
Produkte aufgetragen. Zur Normierung wurde wieder eine GAPDH-cDNA-PCR 
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durchgeführt (Kapitel 4.1.3.2). Alle Zelllinien bis auf W19 sowie das normale Kolon-
gewebe zeigen die verschiedenen Spleißvarianten von CEACAM20.  
 
Abb. 4.14: CEACAM20-mRNA-Spleißvarianten in Kolonkarzinomzelllinien und Kolonnormalge-
webe. Durchführung, Kontrollen und Beschriftung wie in Legende 4.13 beschrieben. Außer bei der 
Zelllinie W19 finden sich alle Varianten von CEACAM20, wobei extrazellulär die verkürzte Spleißvari-
ante (ΔB2) und intrazellulär die full-length-Variante von CEACAM20 vermehrt vorhanden zu sein 
scheint. 
 
In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob die CEACAM20-mRNA-Expression  
bei Stimulierung durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, TNF oder IFNγ, 
wie für andere Mitglieder der CEA-Familie beobachtet, hochreguliert wird und somit 
möglicherweise ebenfalls wichtig für Immunreaktionen ist. Untersucht wurden die 
zwei menschlichen Kolonkarzinomzelllinien T102 und CaCo2. Als Kontrolle wurde 
der Einfluss der Zytokine auf die Expression von Genen bestimmt, die bekannterma-
ßen durch die oben genannten Zytokine stimulierbar sind  (Abbildung 4.15a). In Ab-
bildung 4.15b erkennt man, dass es zu keiner Veränderung der Expression von 
CEACAM20 auf mRNA-Ebene nach Zytokinbehandlung kommt, während insbeson-




Abb. 4.15: CEACAM20-Expression wird nicht durch proinflammatorische Zytokine IL-1β, IL-6, 
TNFα oder IFNγ stimuliert. Die Zelllinien wurden in six-well-Platten kultiviert, bis sie ein semi-
konfluentes Stadium erreicht hatten. Nach Entfernung des alten Mediums erfolgte eine 12-stündige 
Inkubation mit frischem RPMI-Medium mit oder ohne Zytokinzugabe (IL-1b, 100 U/ml; IL-6, 50 ng/ml; 
TNFa, 50 ng/ml; IFNg, 50 U/ml). Die RNA wurde aus je 106 konfluenten Tumorzellen isoliert, quantifi-
ziert und davon je 1 µg in cDNA umgeschrieben. Als Kontrolle (a) wurde eine Standard-PCR auf das 
housekeeping Gen GAPDH sowie auf die stimulierbaren Gene CXCL 3, 8 und 10 durchgeführt (Kam-
merer, unveröffentlicht.) Daraufhin wurde unter den gleichen Bedingungen wie in Legende 4.13 be-
schrieben eine Standard-PCR zum Nachweis von CEACAM20 sowie zur erneuten Kontrolle von 
GAPDH durchgeführt (b). Es zeigt sich keine Hochregulierung von CEACAM20 in Anwesenheit von 
IL-1β, IL-6, TNFα oder IFNγ. Außerdem lassen sich keine Angaben zu den Häufigkeiten der Spleißva-
rianten machen, da sie je nach PCR-Lauf variieren. 
 
4.1.3.4 Quantitativer Nachweis von CEACAM20-mRNA in Normalgeweben und 
Prostata- und Kolonkarzinomzelllinien mittels RT-PCR  
 
In Vorarbeiten wurden verschiedene Gewebe auf die Anwesenheit von CEACAM20 
auf RNA-Ebene untersucht (Kapitel 1.4.3). Nun wurden diese Normalgewebe, Pros-
tata- und Kolonkarzinomzelllinien sowie eine Prostatakarzinomgewebeprobe mittels 
quantitativer PCR im Light-Cycler® (Roche, Mannheim) analysiert, um eine mögliche 
Hochregulierung von CEACAM20 in Tumorzelllinien und -geweben beurteilen zu 
können. Für die Normierung (Korrektur für RT-PCR-Effizienz der verschiedenen Pro-
ben; Intaktheit der RNA, u.s.w.) der relativen CEACAM20-cDNA-Konzentrationen 
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wurden die erhaltenen CEACAM20-Werte in Relation zum β-Aktin-cDNA-Gehalt ge-
setzt. Dabei wurden Proben, deren crossing point (CP) für β-Aktin über 23 lag, nicht 
weiter ausgewertet, da die verwendete RNA wahrscheinlich nicht mehr intakt ist. Die 
übrigen Proben wiesen CP-Werte zwischen 15,8 - 22,8 auf. Zur Kontrolle der Pro-
duktreinheit und Größe wurde eine Schmelzkurvenanalyse sowie eine Agarose-
gelelektrophorese für die β-Aktin- und CEACAM20-cDNA-Amplifikationsprodukte 
durchgeführt, die beide eine korrekte Amplifikation zeigten (Ergebnis nicht gezeigt). 
In Abbildung 4.16 zeigen sich hohe Werte für CEACAM20 in Gehirn, Dünndarm und 
Hoden sowie in geringeren Mengen in Leber, Pankreas, Hypophyse, Speicheldrüse, 



























































































































Abb. 4.16: Quantifizierung von CEACAM20-mRNA in Normalgeweben und Adenokarzinomzell-
linien. Für alle Gewebe und Zelllinien wurden im Light-Cycler® β-Aktin- sowie CEACAM20-cDNA 
quantifiziert. Die Primer für die Amplifikation von CEACAM20-cDNA wurden in den N und A1 kodie-
renden Sequenzbereichen gewählt (vgl. Materialien). Es wurden 35 Zyklen für β-Aktin und 40 Zyklen 
für CEACAM20 verwendet. Mit Hilfe der CP-Werte wurde, wie im Material- und Methoden-Teil be-
schrieben, jeder CEACAM20-cDNA-Wert auf den β-Aktin-Gehalt der Probe bezogen. In Dünndarm, 
Gehirn und Hoden finden sich die höchsten CEACAM20-cDNA-Konzentrationen, in geringeren Men-
gen auch in Hypophyse, Kolon, Leber, Milz, Pankreas, Prostata, Prostatakarzinom, Speicheldrüse 
sowie den Zelllinien LNCaP und PC3. 
 
4.1.3.5 Screening von Dünndarm- und Prostatagewebe sowie Prostatakarzi-
nomzelllinien auf SYK-mRNA mittels semiquantitativer RT-PCR 
 
Um zu untersuchen, ob das potentielle ITAM-Motiv in CEACAM20, wie in anderen 
ITAM-haltigen Signalrezeptoren, SYK-abhängig Signalreaktionen auslösen kann,  
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wurde nach SYK-mRNA in den Geweben gesucht, in denen CEACAM20-Expression 
auf RNA-Ebene nachgewiesen werden konnte (Dünndarm, Prostata und Prostata-
karzinomzelllinien). Als Positivkontrolle wurde RNA aus der monozytären Zelllinie 
THP-1 mitgeführt, da THP-1-Zellen als Zellen des hämatopoetischen Systems SYK 
exprimieren (McDonald et al., 1997). Wie Abbildung 4.17 zeigt, konnte im Dünndarm, 
in zwei von vier Prostatakarzinomzelllinien sowie in beiden Kolonkarzinomzelllinien 
SYK-mRNA durch RT-PCR nachgewiesen werden. Isolierte RNA aus Prostatakarzi-
nomgewebeproben wurde nicht verwendet, da hier eine Unterscheidung zwischen 
der Herkunft von SYK aus Prostatakarzinom oder beispielsweise B-Lymphozyten, bei 
denen SYK an der Signalkaskade des B-Zell-Rezeptors beteiligt ist (Kurosaki et al., 
1994), nicht möglich ist. Mit derselben Einschränkung muss der Nachweis von SYK-
mRNA in Dünndarm- und Prostatagewebe betrachtet werden. 
 
 
Abb. 4.17: Nachweis von SYK-mRNA in Dünndarm, Prostata, Prostata- und Kolonkarzinomzell-
linien. Eine Standard-PCR mit 35 Zyklen sowie eine Produktanalyse in einem 2%igem Agarosegel 
wurden, wie im Methodenteil beschrieben, durchgeführt. Als Positivkontrolle wurde RNA aus Monozy-
ten (monozytäre Zelllinie THP-1) getestet. In Dünndarm sowie in 2 von 4 Prostatakarzinomzelllinien 
und beiden Kolonkarzinomzelllinien konnte SYK-mRNA nachgewiesen werden.  
 
4.1.3.6 Quantitativer Nachweis von SYK-mRNA in Normalgeweben und Prosta-
ta- und Kolonkarzinomzelllinien mittels RT-PCR 
 
Analog zum Nachweis von CEACAM20-mRNA wurde auch zum Nachweis von SYK-
mRNA eine quantitative RT-PCR an den gleichen Prostatakarzinomzelllinien und 
weiteren Kolontumorzelllinien durchgeführt. Als Kontrolle diente cDNA aus THP-1-
Zellen (Monozyten). Kolongewebe sowie die Kolonkarzinomzelllinien weisen eine 
relativ hohe Konzentration von SYK-mRNA auf, Prostatagewebe sowie die Zelllinien 
DU145 und 22Rv1 eine geringere Konzentration. Abbildung 4.18 zeigt das relative 
































































Abb. 4.18: Quantifizierung von SYK-mRNA in Kolon- und Prostata-Normalgewebe und Adeno-
karzinomzelllinien. Der β-Aktin- sowie SYK-cDNA-Gehalt wurden durch quantitative RT-PCR im 
Light-Cycler®  bestimmt (β-Aktin: 35 Zyklen; SYK-cDNA: 40 Zyklen). Als Positivkontrolle diente cDNA 
von Monozyten (monozytäre Zelllinie THP-1). Es zeigen sich hohe Werte für SYK im Kolongewebe 
sowie in den Kolonkarzinomzelllinien und etwas geringere Werte im Prostatagewebe sowie in den 
Prostatakarzinomzelllinien DU145 und 22Rv1. 
 
 




Da CEACAM20 auf RNA-Ebene in Prostatakarzinomzelllinien (LNCaP, PC3, DU145 
und 22Rv1) gezeigt werden konnte, wurde als nächster Schritt die Expression von 
CEACAM20 auf Proteinebene mittels Immunzytologie untersucht. Dazu wurden von 
allen vier Prostatakarzinomzelllinien Zytospins angefertigt und diese mit einer Pero-
xidase-Färbung (ImmPRESS™, Vector Laboratories, Burlingame, USA) angefärbt. 
Als Erstantikörper wurden das polyklonale Serum von mittels eines CEACAM20-
Immunisierungsvektors genetisch immunisierten Mäusen oder der monoklonale Anti-
CEACAM20-Antikörper 6G4A5 verwendet. Das vor der Immunisierung entnommene 
Serum (Präimmunserum) diente jeweils als Negativkontrolle. Die Abbildung 4.19 
zeigt beispielhaft für alle vier Zelllinien das Ergebnis für die Zelllinie 22Rv1. Man er-
kennt keine spezifische Färbung der Zellen. Die rötliche Farbe, die vor allem bei Ab-
bildung 4.19c zu sehen ist, ist unspezifische Hintergrundfärbung. Somit konnte CEA-




     
 
Abb. 4.19: Immunzytologische Färbung von Zytospins der Prostatakarzinomzelllinie 22Rv1 zum 
Expressionsnachweis von CEACAM20. Weder mit dem Präimmunserum (Verdünnung 1:100), das 
vor der genetischen Immunisierung der Mäuse abgenommen wurde (a), noch mit dem polyklonalen 
Anti-CEACAM20-Immunserum (Verdünnung 1:100) erzielt man eine spezifische Färbung der Zellen 
(b). Mit dem monoklonalen Antikörper 6G4A5 (Konzentration 8 µg/ml) zeigt sich möglicherweise eine 




Im Dünndarm wurde der höchste CEACAM20-mRNA-Gehalt gefunden. Daher wurde 
zunächst das Expressionsmuster von CEACAM20 in Dünndarm-Kryo- und Paraffin-
schnitten mittels Peroxidase-Färbung untersucht. Es wurden das polyklonale Anti-
CEACAM20-Antiserum und der monoklonale Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 
eingesetzt. In den Kryoschnitten zeigt sich eine fraglich spezifische Färbung im api-
kalen Bereich der Epithelzellen einschließlich Bürstensaum (Abbildung 4.20a-c). Bei 
der Färbung durch den monoklonalen Antikörper zeigt sich zudem eine starke Hin-
tergrundfärbung vor allem von glatten Muskelzellen und Blutgefäßen. In den Paraf-
finschnitten erkennt man ein äquivalentes Verteilungsmuster (Abbildung 4.20d-e). 
Doch sieht man bei der Verwendung des monoklonalen Antikörpers 6G4A5 keine 
Färbung (Abbildung 4.20f). Auch bei Wiederholung der Immunhistologie mit weiteren 





Abb. 4.20: Immunhistologische Färbung von Dünndarm Kryo- (a-c) und Paraffinschnitten (d-f) 
zum Expressionsnachweis von CEACAM20. In den Kryoschnitten zeigt sich eine starke Färbung 
des Epithels unter Verwendung des Anti-CEACAM20-Immunserums (Verdünnung 1:100) (b) und des 
monoklonalen Antikörpers (Konzentration 40 µg/ml) (c). Deutlich geringer gefärbt werden die Epithel-
zellen nach Inkubation mit dem Präimmunserum (Verdünnung 1:100) (a). In den Paraffinschnitten 
erkennt man eine apikale Färbung des Epithels nur bei Verwendung des polyklonalen Anti-
CEACAM20-Immunserums (e), jedoch nicht nach Inkubation mit dem monoklonalen Anti-CEACAM20-
Antikörper (Konzentration 40 µg/ml) (f). Als Negativkontrolle diente wie bei den Kryoschnitten das 
Präimmunserum (Verdünnung 1:100) (d). Bei doppelter Vergrößerung (e) erkennt man neben der 




Da sowohl in Vorarbeiten als auch im Rahmen dieser Arbeit CEACAM20 auf RNA-
Ebene in Prostatanormalgewebe sowie in Prostatakarzinomproben gefunden wurde, 
war es von großem Interesse, die Expression von CEACAM20 in diesen Geweben 
auf Proteinebene nachzuweisen. Es wurden sowohl Proben von Normalgewebe als 
auch Karzinom der Prostata jeweils als Kryo- und Paraffinschnitte mittels Peroxida-
se-Färbung untersucht. Bei normalem Prostatagewebe zeigt sich vor allem in den 
Kryoschnitten unter Anwendung des polyklonalen Serums in einer Verdünnung von 
1:100, aber auch in den Paraffinschnitten bei Verwendung des monoklonalen Anti-
körpers 6G4A5 in einer Konzentration von 20 µg/ml bei etwa 10% der Drüsen eine 
apikale Färbung des Epithels (Abbildung 4.21a, b). Da sich allerdings nicht alle Drü-
senepithelien anfärben ließen und der monoklonale Antikörper in Kryoschnitten der 
normalen Prostata nur eine diffuse Stromafärbung zeigte, besteht die Möglichkeit, 
dass es sich um keine spezifische Reaktion handelt. Bei den Prostatakarzinom-
schnitten ist das Bild eindeutig. Weder in Kryo- noch in Paraffinschnitten zeigt sich 
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unter Verwendung des polyklonalen Serums sowie des monoklonalen Antikörpers 
eine Färbung der Karzinomzellen (Abbildung 4.21c, d). 
 
    
    
Abb. 4.21: Immunhistologische Färbung von hyperplastischem Prostatagewebe (a,b) und Pros-
tatakarzinom (c,d) als Kryo- (a,c) und Paraffinschnitte (b,d) zum Expressionsnachweis von 
CEACAM20. Bei der Prostatahyperplasie (a und b) zeigt sich eine Färbung des apikalen Epithels 
lumenwärts sowohl durch das Anti-CEACAM20-Immunserum (Verdünnung 1:100) (a) als auch durch 
den monoklonalen Anti-CEACAM20-Antikörper 6G4A5 (Konzentration 20 µg/ml) (b). Im Prostatakarzi-
nom (c und d) erkennt man unter den gleichen Bedingungen wie bei der Prostatahyperplasie keine 
spezifische Färbung. 
 
4.1.4.4 Western Blot-Analyse der CEACAM20-Expression in Dünndarm, Prosta-
ta und Prostatakarzinom 
 
Um die Ergebnisse in der Immunhistologie durch eine unabhängige Methode zu ü-
berprüfen, wurden von den verwendeten Prostatakarzinomzelllinien und den Gewe-
beproben von Dünndarm, normaler Prostata und Prostatakarzinom Zelllysate ange-
fertigt. Für den Western Blot wurden pro Probe 40 µg Protein eingesetzt. Die Detek-
tion erfolgte mit dem polyklonalen Anti-CEACAM20-Immunserum in einer Verdün-
nung von 1:100. Bei den Prostatakarzinomzelllinien und Prostatageweben bestätigte 
sich das negative Ergebnis aus der Immunhistologie. Im Dünndarm- sowie im Prosta-
tanormalgewebe konnte, entgegen der Erwartung, kein CEACAM20 nachgewiesen 
werden. Als Kontrollen wurden Lysate von vektor-transfizierten Zellen beziehungs-
weise mit einem CEACAM20-Expressionsvektor transient transfizierte Zellen mitge-
führt (pro Probe 10 µg Protein eingesetzt). Außerdem erfolgte eine Detektion mit An-
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ti-β-Aktin-Antikörper als Ladekontrolle (Abbildung 4.22). Um das Dünndarmgewebe 
noch weiter zu untersuchen, wurde zum einen ein Western Blot mit 80 µg Gesamt-
Protein analysiert, zum anderen als Kontrolle die Anwesenheit von CEA und CEA-
CAM1 untersucht. CEA (ca.180 kDa) und CEACAM1 (ca. 150 kDa) konnten mit dem 
Antikörper 4/3/17 (Genovac, Freiburg) nachgewiesen werden. CEACAM20 konnte 
auch bei 80 µg Protein weder mit dem polyklonalen Serum noch mit dem monoklona-
len Antikörper detektiert werden (ohne Abbildung).  
 
 
Abb. 4.22: Analyse der CEACAM20-Expression in Dünndarm-, Prostata- und Prostatakarzinom-
gewebe sowie Prostatakarzinomzelllinien durch Western Blot. Es wurden 40 µg Protein pro Spur 
aufgetragen. Als Kontrollen wurden Zelllysate von Vektor- und CEACAM20-Expressionsplasmid-
transfizierten HeLa-Zellen (C20) getestet (jeweils 10 µg). Alle Lysate wurden im Western Blot auf die 
Anwesenheit von CEACAM20 mithilfe des polyklonalen Anti-CEACAM20-Serum in einer Verdünnung 
von 1:100) und β-Aktin mithilfe des Anti-β-Aktin-Antikörpers (Verdünnung: 1:3000) analysiert. Zusätz-
lich wurde in beiden Kontrollextrakten und im Dünndarmgewebe die Anwesenheit von CEA und CEA-
CAM1 mit dem für CEA und CEACAM1 spezifischen Antikörper 4/3/17 in einer Konzentration von 
2 µg/ml untersucht. Es zeigt sich, dass in allen Geweben kein CEACAM20 nachgewiesen werden 
kann, während CEA und CEACAM1 im Dünndarm detektiert werden konnte.  
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4.2 Funktionsanalysen von CEACAM20  
 
Neben der Expression von CEACAM20 soll im Rahmen dieser Arbeit die Funktion 
von CEACAM20 untersucht werden. Zum einen stellt sich hierbei die Frage, ob 
CEACAM20 mit seinem ITAM-Motiv die Proliferation von Zellen beeinflusst, zum an-
deren, ob das in der zytoplasmatischen Domäne von CEACAM20 vorhandene ITAM-
Motiv funktionell ist. Die Aufgabenstellung umfasste die mögliche Phosphorylierbar-
keit von CEACAM20 sowie die Untersuchung der Bindung von SYK an das phospho-
rylierte CEACAM20-ITAM über seine SH2-Domänen.  
 
4.2.1 Untersuchung des Wachstumsverhaltens von stabil CEACAM20-
exprimierenden COS7-Zellen  
 
Es wurden stabile Transfektanten für alle CEACAM20-Spleißvarianten mittels der 
CEACAM20-Expressionsvektoren (Kapitel 4.1.1) angefertigt, wobei die Selektion 
mithilfe G418 über fünf Wochen und eine zweimalige Anreicherung CEACAM20 
exprimierender Zellen mittels MACS erfolgte. Abbildung 4.23 zeigt das Ergebnis der 
MACS-Selektion durch den monoklonalen Anti-CEACAM20-Antikörper 12D8 am Bei-




Abb. 4.23: Selektion von CEACAM20ΔCyt3-exprimierenden Zellen mittels MACS. Die Durchfluss-
zytometrie wurde unmittelbar nach der MACS-Selektion durch den monoklonalen Anti-CEACAM20-
Antikörper 12D8 durchgeführt. Für die Detektion im FACS wurde ebenfalls der monoklonale Anti-
CEACAM20-Antikörper 12D8 verwendet. Die drei Bilder zeigen die Situation vor der MACS-
Durchführung (a, unselektioniert), den Durchfluss (b, Durchfluss) und die Positivrate (c, CEACAM20 
selektioniert).  
 
Trotz wiederholter MACS-Selektion und mehrwöchiger G418-Behandlung konnten 
nicht alle negativen Zellen entfernt werden (Abbildung 4.24). 
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Abb. 4.24: FACS-Analyse stabil CEACAM20 exprimierender COS7-Zellen (a) im Vergleich zu 
vektor-transfizierten COS7-Zellen (b) und Wildtyp-COS7-Zellen (c) zur Ermittlung der Positivra-
te. Man erkennt eine deutliche Positivfraktion in (a) mit einem Fluoreszenzpeak bei etwa 103, die 72% 
aller Zellen ausmacht. 
 
Nun wurde das Wachstum von CEACAM20-exprimierenden und vektor- bezie-
hungsweise nicht-transfizierten Zellen über fünf Tage untersucht (Abb. 4.25). Bei 
halblogarithmischer Auftragung der Zellzahl in Abhängigkeit von der Zeit zeigt sich 
für alle vier untersuchten Zelllinien ein linearer Verlauf mit gleichem Anstieg der  
Regressionsgeraden, was einer identischen Zellverdopplungsdauer entspricht. Es 
ergibt sich nur eine geringfügig längere Verdopplungszeit für COS7-Zellen, die CEA-
CAM20ΔCyt3 exprimieren. Eine fast identische Verdopplungszeit, gepaart mit einer 
ähnlichen anfänglichen Wachstumsverzögerung, wurde jedoch auch für vektor-




Abb. 4.25: Analyse der Wachstumsgeschwindigkeit von CEACAM20-exprimierenden, vektor-
transfizierten und Wildtyp-COS7-Zellen. Es wurde die Wachstumsgeschwindigkeit von stabil CEA-
CAM20-exprimierenden COS7-Zellen im Vergleich zu vektor-transfizierten COS7-Zellen sowie Wild-
typ-COS7-Zellen über fünf Tage hinweg untersucht. Dazu wurden die Zellen in einer six-well-Platte 
inkubiert und jeweils nach 24 h mithilfe einer Neubauerzählkammer gezählt. Für alle Zelltypen zeigt 
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sich ein exponentielles Wachstum (a), wobei nur geringfügige Unterschiede bei der Verdopplungszeit 
der verschiedenen Zelllinien ergeben (b). 
 
4.2.2 Mögliche Funktionalität des hypothetischen ITAM-Motivs in CEACAM20  
 
4.2.2.1 Nachweis der Phosphorylierbarkeit von Tyrosinresten in CEACAM20 
 
Den ersten Schritt in der möglicherweise durch CEACAM20 vermittelten Signalkas-
kade stellt die Phosphorylierung von CEACAM20 nach Aktivierung durch Bindung 
eines (noch) nicht identifizierten Liganden dar. In den folgenden Experimenten wurde 
eine Phosphorylierung von Tyrosinresten in CEACAM20 vermutlich über SRC-
Familie-Proteintyrosinkinasen durch Pervanadat-Behandlung induziert. Pervanadat 
inhibiert selektiv Proteintyrosinphosphatasen, so dass das Phosphorylierungsgleich-
gewicht unphysiologisch auf die Seite phosphorylierter Proteine verschoben wird. Als 
erster Schritt zum Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierbarkeit von CEACAM20 wur-
den Zelllysate von Pervanadat-behandelten CEACAM20-exprimierenden HeLa-
Zellen und vektor-transfizierten HeLa-Zellen verglichen. Die Detektion im Western 
Blot erfolgte mit Anti-Phosphotyrosin-Antikörper (Abbildung 4.26). Da bei CEA-
CAM20-exprimierenden Zellen nach Pervanadat-Behandlung im Vergleich zu den 
vektor-transfizierten Zellen Banden in der Größe von CEACAM20 verstärkt zu sehen 
sind, kann von einer Phosphorylierung ausgegangen werden.  
 
 
Abb. 4.26: Phosphorylierbarkeit von CEACAM20 an Tyrosinresten innerhalb seiner zytoplasma-
tischen Domäne. HeLa-Zellen wurden transient mit pcDNA3.0 (Vektor) oder pcDNA3.0-CEACAM20 
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen 10 min mit oder ohne Proteintyrosinphosphataseinhibitor 
Pervanadat bei 37°C inkubiert. Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-
Antikörper 4G10 (α-P-Tyr) oder Anti-CEACAM20-Antikörper (6G4A5; α-C20) wurden zum Nachweis 
von Phosphotyrosin-haltigen Proteinen bzw. CEACAM20 verwendet. (Stern: Haupt-Phosphotyrosin-
Protein; Pfeile: CEACAM20-Isoformen). 
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Als Beweis für die Tyrosinphosphorylierbarkeit von CEACAM20 wurde eine Im-
munpräzipitation mit Anti-Phosphotyrosin-Antikörper und anschließend eine Detekti-
on im Western Blot mit Anti-CEACAM20-Antikörper durchgeführt. Als Ladungskon-
trolle wurde β-Aktin im Lysat detektiert. Die Anwesenheit gleicher Mengen CEA-
CAM20 in den Zellen nach Transfektion mit und ohne Pervanadatbehandlung wurde 
durch Nachweis von CEACAM20 gezeigt (Abbildung 4.27). Dieses Experiment belegt 
eindeutig, dass in CEACAM20 Tyrosinphosphorylierung stattfinden kann (Abbildung 
4.27a). Interessanterweise wird in den CEACAM20-Transfektanten, die CEACAM20 
in zwei Varianten unterschiedlicher Mobilität exprimieren, die rascher wandernde Va-
riante deutlich schwächer als die langsamer wandernde Variante phosphoryliert 
(Abb. 4.27a). Dies könnte dadurch erklärt werden, dass es eine Variante des CEA-
CAM20-Proteins gibt, der unter anderem intrazellulär am C-terminalen Ende Amino-
säuren des ITAM-Motivs fehlen, die an der Phosphorylierung beteiligt sind (Kapitel 
4.1.2.3). Doch bei Kotransfektion von CEACAM20- und SYK-Expressionsvektoren 
zeigt sich unter gleichen Versuchsbedingungen eine stärkere untere Bande beim 
Nachweis von phosphoryliertem CEACAM20 (Abb. 27b). Möglicherweise wird durch 
Bindung von SYK und durch die dadurch erfolgte SYK-Aktivierung die Phosphorylie-




Abb. 4.27: Phosphorylierbarkeit von CEACAM20 mit und ohne Koexpression von SYK. 
BOSC23-Zellen wurden transient mit dem pcDNA3.0-CEACAM20-Expressionsvektor alleine (a) bzw. 
zusammen mit einem SYK-Expressionsvektor transfiziert (b). Nach 24 h Inkubation erfolgte bei der 
Hälfte der Zellen eine Pervanadat-Behandlung (Inkubationszeit: 10 min, 37°C). Nach der Lyse wurde 
eine Immunpräzipitation mit Anti-Phosphotyrosin-Antikörper durchgeführt (IP α-P-Tyr). Die darauffol-
gende Analyse im Western Blot (WB) erfolgte mit Anti-CEACAM20-Antikörper (6G4A5). Zur Kontrolle 
wurden β-Aktin sowie CEACAM20 detektiert. Man erkennt eine Pervanadat-abhängige Phosphorylie-
rung von CEACAM20 (a), wobei es in Anwesenheit von SYK zu einer stärkeren Phosphorylierung der 




4.2.2.2 Untersuchung der Interaktion zwischen CEACAM20 und SYK  
 
Über seine SH2-Domänen kann SYK an phosphorylierte ITAM-Motive binden. Nach-
dem nun gezeigt werden konnte, dass CEACAM20 an Tyrosinen phosphorylierbar 
ist, sollte als nächster Schritt eine mögliche Interaktion zwischen CEACAM20 und 
SYK untersucht werden. Dazu wurden HeLa-Zellen transient mit dem SYK-
Expressionvektor zusammen mit dem CEACAM20-Expressionsvektor oder mit dem 
Leervektor kotransfiziert. Daraufhin wurde die Hälfte der Zellen mit Pervanadat be-
handelt und anschließend lysiert. Es folgte eine Immunpräzipitation mit dem polyklo-
nalen Anti-SYK-Antikörper und die anschließende Analyse mit dem Anti-CEACAM20-
Antikörper im Western Blot. Zur Kontrolle wurden β-Aktin, SYK und CEACAM20 nach 
Transfektion sowie SYK nach Immunpräzipitation im Western Blot mittels spezifi-
scher Antikörper detektiert (Abbildung 4.28). Man erkennt, dass eine Interaktion zwi-





Abb. 4.28: Nachweis der Interaktion zwischen CEACAM20 und SYK. Die Behandlung der Zellen 
erfolgte nach dem gleichen Schema wie in der Legende zu Abb. 4.27 beschrieben. Die Immunpräzipi-
tation wurde mit dem polyklonalen Anti-SYK-AK durchgeführt, die Detektion im Western Blot mit Anti-
SYK-Antikörper als Kontrolle sowie mit Anti-CEACAM20-Antikörper (6G4A5). Es zeigt sich eine Inter-
aktion zwischen CEACAM20 und SYK aufgrund der Kopräzipitation von SYK und CEACAM20, die 





5.1 Expressionsort von CEACAM20 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Expressionsort von CEACAM20 des Menschen 
auf RNA- und Proteinebene untersucht. Bereits in Vorarbeiten konnten mithilfe von 
RT-PCR verschiedene Gewebe ausfindig gemacht werden, in denen CEACAM20-
Transkripte vorkommen. Dazu gehören Dünndarm, Prostata und Hoden sowie einige 
wenige weitere Organe. Außerdem wurden Prostatakarzinomzelllinien und vier  
Prostatakarzinomgewebeproben auf die Anwesenheit von CEACAM20-mRNA hin 
getestet. In dieser Arbeit wurde das Expressionsmuster von CEACAM20-mRNA um 
zusätzliche Gewebeproben sowie Zelllinien erweitert und quantitativ untersucht. Es 
zeigt sich, dass CEACAM20 nicht nur in den Organen, die in Vorarbeiten beschrie-
ben sind, exprimiert wird, sondern auch in weiteren Geweben wie beispielsweise Ko-
lon und Kolonkarzinomzelllinien. Außerdem kann nun durch die quantitative Auswer-
tung eine Mengenrelation zwischen den einzelnen Geweben erfolgen, wobei im 
Dünndarm eindeutig am meisten CEACAM20-mRNA vorliegt. Vergleicht man die re-
lative Menge für das normale Prostatagewebe mit den Mengen für das Prostatakar-
zinomgewebe, erkennt man eine geringfügige Hochregulierung von CEACAM20-
mRNA im Tumorgewebe sowie eine vermehrte Expression von CEACAM20 in der 
Prostatakarzinomzelllinie LNCaP. Verschiedene Spleißvarianten von CEACAM20 
konnten durch Klonierung nachgewiesen werden. Die Häufigkeit der Varianten konn-
te nun durch gezielte Primerwahl in den einzelnen Geweben untersucht werden. Es 
zeigte sich, dass alle untersuchten Gewebe und Zelllinien sowohl die beiden extra-
zellulären (± B2-Domäne) als auch die intrazellulären Spleißvarianten (± zytoplasma-
tisches Exon 3) von CEACAM20 exprimieren. Das Expressionsmuster weiterer 
nachgewiesener (Eisenried, persönliche Mitteilung) bzw. möglicher Spleißvarianten 
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 
Zur Analyse des Expressionsorts von CEACAM20 auf Proteinebene wurden poly- 
und monoklonale Antikörper gegen CEACAM20 im Rahmen dieser Arbeit charakteri-
siert. Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikörper erkennen spezifisch CEACAM20 
und zeigen keine Kreuzreaktionen mit anderen untersuchten Mitgliedern aus der 
CEA-Familie (Genovac, Freiburg). Formal kann die Erkennung von nicht untersuch-
ten und in CEACAM20-positiven Geweben exprimierten Mitgliedern nicht ausge-
schlossen werden (zum Beispiel CEACAM19). Sie ist jedoch aufgrund der geringen 
Verwandtschaft zwischen den in Frage kommenden Proteinen sehr unwahrschein-
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lich. Diese Antikörper wurden nun in der Immunhistologie sowie im Western Blot ein-
gesetzt. Das polyklonale murine Anti-CEACAM20-Serum zeigt eine reproduzierbare 
immunhistologische Färbung sowohl in Kryo- als auch in Paraffinschnitten des 
Dünndarms und des Prostatanormalgewebes. Bereits in Vorarbeiten konnte CEA-
CAM20 im apikalen Bereich des Drüsenepithels der Prostata dargestellt werden. 
Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Außerdem zeigt 
sich eine vergleichbare Färbung im Epithel des Dünndarms. Jedoch konnte CEA-
CAM20 mit diesem Serum in den entsprechenden Gewebelysaten mittels Western 
Blot nicht nachgewiesen werden. Dazu muss man bedenken, dass in dem Western-
Blot-Verfahren, das in dieser Arbeit verwendet wurde, laut Hersteller nur bis zu 10-12 
g Protein nachweisbar sind und außerdem das Zielprotein in dem Gesamtgewebely-
sat verdünnt wird.  
Vergleicht man das Expressionsmuster von CEACAM20 des Menschen mit dem der 
Maus, ergeben sich nur wenige Unterschiede bei den untersuchten Normalgeweben. 
Erwähnenswert ist hierbei, dass bei der Maus CEACAM20-mRNA in Adenokarzino-
men wie Brust- und Magentumoren sowie im Ovar nachgewiesen werden konnte 
(Zebhauser et al., 2005). In Internet-Datenbanken wie NCBI Geo Profiles findet man 
für das murinen CEACAM20-Genexpressionsprofil auffallend hohe Werte für das be-
fruchtete Ei sowie die Oozyte. Die Konzentration von CEACAM20-mRNA nimmt von 
der Oozyte ausgehend bis zum 1-Zell-Stadium zu, im 2-Zellstadium leicht ab und ist 
im 8-Zellstadium kaum mehr zu finden. Auch bei der Reifung der Oozyte im Follikel 
kann eine starke Mengenzunahme von CEACAM20-Transkripten beobachtet wer-
den. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass CEACAM20 eine wich-
tige Rolle bei der Entwicklung und Reifung der Oozyte sowie bei der Befruchtung 
spielt. CEACAM20 könnte hierbei mit CEACAM17 kooperieren, das spezifisch im 
Gewebe des Hodens und Nebenhodens nachgewiesen werden konnte (Zebhauser 
et al., 2005). CEACAM17 ist mit PSG17 verwandt, was seinerseits als Ligand für das 
integrale Membranprotein CD9 fungiert (Waterhouse et al., 2002; Ellerman et al., 
2003). CD9, das auf der Oberfläche von Oozyten lokalisiert ist, spielt eine wichtige 
Rolle bei der Verschmelzung von Spermien und Eizellen (Miyado et al., 2000). Ana-
log dazu könnte CEACAM17 einen Liganden für CEACAM20 darstellen. Nach Inter-
aktion mit Spermienliganden wie CEACAM17 könnten von CEACAM20 frühe Wachs-
tumssignale für das befruchtete Ei ausgehen (siehe unten). Die mögliche funktionelle 
Beteiligung an der Zygotenstimulierung lässt eine Analogie zu einer Rolle bei der 
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Tumorentstehung zu. So könnte CEACAM20 durch deregulierte Expression (Über-
expression) zur Tumorentwicklung beitragen. 
 
5.2 Funktion von CEACAM20 
 
5.2.1 Möglicher Einfluss der Spleißvarianten von CEACAM20 auf Zelladhäsion 
und Proliferation 
 
Das Auftreten von Spleißvarianten, wie es im Rahmen dieser Arbeit für CEACAM20 
nachgewiesen werden konnte, ist in der CEA-Familie keine Seltenheit. So existieren 
wie für CEACAM20 auch für CEACAM1 sowohl Varianten des extrazellulären sowie 
des zytoplasmatischen Abschnittes (Hammarström, 1999). Die Funktion der verkürz-
ten extrazellulären Variante konnte bisher nicht vollständig geklärt werden. Da eine 
Beteiligung mehrerer extrazellulärer Domänen an der Zelladhäsion gezeigt werden 
konnte (Zhou et al., 1993), wird eine Variabilität bei der Ausbildung dieser Adhäsion 
durch das Fehlen von einzelnen Domänen diskutiert. Allerdings scheint für die Zell-
adhäsion, wenn nachgewiesen, die N-Domäne essentiell zu sein. Diese liegt bei 
CEACAM20 in verschiedenen Spezies in unterschiedlichem Ausmaß gekürzt vor, so 
dass nicht klar ist, ob CEACAM20 überhaupt homophil oder heterophil mit anderen 
CEA-Familienmitgliedern interagieren kann. Das Auftreten verkürzter intrazellulärer 
Varianten von CEACAM1, der das ITIM fehlt, konnte in den Zusammenhang mit ei-
ner erhöhten Proliferationsrate gebracht werden, wobei das Verhältnis von kurzer 
und langer Variante von Bedeutung ist (Singer et al., 2000). Bei CEACAM20 führt 
das Fehlen des zytoplasmatischen Bereichs 3 zum Verlust eines in allen Spezies 
konservierten Tyrosins. Dies könnte ähnlich wie bei CEACAM1 Einfluss auf die Proli-
ferationsrate nehmen. Hinweise darauf konnten in dieser Arbeit durch die Untersu-
chung der Wachstumsgeschwindigkeit gewonnen werden. Die Wachstumsgeschwin-
digkeit von Zellen, die CEACAM20ΔCyt3 exprimieren, ist geringfügig langsamer als 
die der nicht-transfizierten Zellen. Doch unterscheidet sich die Zellzyklusdauer von 
CEACAM20-exprimierenden COS7-Zellen kaum von der von vektor-transfizierten 
COS7-Zellen. Dies könnte einerseits dadurch erklärt werden, dass die verwendeten 
COS7-Zellen kein SYK exprimieren (Pradip et al., 2003), das für die Signalkaskade 
eines ITAM-tragenden Proteins notwendig ist (vergleiche Einleitung). Andererseits 
konnte keine Zellpopulation generiert werden, in der alle Zellen CEACAM20 expri-
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mieren, so dass mögliche Effekte auf das Wachstum verborgen blieben. Die Prolife-
rationsrate sollte auf jeden Fall erneut untersucht werden, wobei ein Zellsystem ver-
wendet werden könnte, das endogen SYK exprimiert, wie beispielsweise die Prosta-
takarzinomzelllinie DU145. 
 
5.2.2 Funktionalität des ITAM-Motivs von CEACAM20 
 
Die Besonderheit von CEACAM20 liegt in seinem hypothetischen zytoplasmatischen 
ITAM. Dieses Motiv gehorcht perfekt dem ITAM-Konsensusmotiv. Funktionelle  
ITAMs werden an ihren Tyrosinresten phosphoryliert, so dass daran Proteintyrosinki-
nasen wie beispielsweise SYK über sogenannte src-homology-2-(SH2)-Domänen 
binden können. Dadurch werden weitere Signalketten ausgelöst, die zu Aktivierung 
von Proliferation oder Differenzierung führen. In dieser Arbeit konnte die Tyro-
sinphosphorylierung von CEACAM20 mittels Immunpräzipitation und Western Blot 
nach transienter Transfektion in der epithelialen Zelllinie BOSC unter Hemmung von 
Proteintyrosinphosphatasen nachgewiesen werden. Dies ist ein wichtiger Hinweis 
darauf, dass das ITAM-Motiv von CEACAM20 funktionell ist. Als nächster Schritt 
könnten durch Mutationsanalyse die zytoplasmatischen Tyrosine bestimmt werden, 
die bei CEACAM20 phosphoryliert werden. Insgesamt gibt es neben den beiden im 
ITAM liegenden Tyrosinen (Tyr-578, Tyr-589) noch weitere zwei Tyrosine (Tyr-511; 
Tyr-536) wobei eines (Tyr-536) durch alternatives Spleißen in einem ITAM zu liegen 
kommen würde (siehe Einleitung), während das andere Tyrosin in einem potentiellen 
Motiv liegt, das nach Phosphorylierung von der Grb2-SH2-Domäne gebunden wer-
den kann (Nioche et al., 2002). Außerdem könnte durch Hemmung mittels des SRC-
Familie-Kinasehemmstoffs PP2 die Phosphorylierung durch SRC-Kinasen nachge-
wiesen werden. Eine weitere Bestimmung der verantwortlichen SRC-Kinasen würde 
folgen.  
 
5.2.3 SYK als down-stream-Partner von CEACAM20 
 
Des Weiteren sind down-stream-Partner von CEACAM20 von Interesse. Es konnte 
durch Koexpression von CEACAM20 und SYK-Kinase in BOSC-Zellen und Koim-
munpräzipitation gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen beiden stattfindet, 
die in Gegenwart eines Tyrosinphosphataseinhibitors stärker ist. Dies lässt den 
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Schluss zu, dass SYK an das phosphorylierte ITAM von CEACAM20 bindet und wei-
tere Signalwege aktiviert, da die Aktivierung dieser Proteintyrosinkinase über Assozi-
ation von SH2-Domänen an ein durch SRC-Proteintyrosinkinasen (SRC-PTKs) dop-
pelt phosphoryliertes ITAM erfolgt (Kurosaki et al., 1994; Hirose et al., 2004). SYK 
wird hauptsächlich in hämatopoetischen Zellen exprimiert. Neuere Ergebnisse zeigen 
eine Expression von SYK auch in nicht-hämatopoetischen Geweben wie beispiels-
weise Epithelzellen, Hepatozyten, Fibroblasten und neuronalen Zellen (Yanagi et al., 
2001). SYK wird, ebenso wie vermutlich CEACAM20, in apikalen Regionen von Epi-
thelzellen im Darm exprimiert (Duta et al., 2006). Der Zusammenhang zwischen  
ITAM-tragenden Virusproteinen, SYK und Tumorentstehung ist bereits in Kapitel 
1.4.3 angedeutet. In diesem Zusammenhang soll die Rolle von SYK näher diskutiert 
werden. So konnte gezeigt werden, dass die Zellmigration von Epithelzellen, die 
durch das ITAM-haltige LMP2A (latent membrane protein 2A) des Epstein-Barr-Virus 
induziert wird, durch SYK vermittelt wird. Hemmung von SYK durch Piceatannol oder 
small-interfering-RNA-Moleküle (siRNA) resultiert in einer verminderten Zellmigration 
(Lu et al., 2006). Der Einfluss von SYK auf die Zelltransformation in Assoziation mit 
einem ITAM konnte bei dem Env-Glykoprotein des MMTV (murine mammary tumor 
virus) ebenfalls in nicht-hämatopoetischen Zellen gezeigt werden (Katz et al., 2005). 
ITAM-tragende Proteine wurden als potentielle Onkogene beschrieben, in deren Wir-
kungsweise SYK eine entscheidende Rolle spielt (Grande et al., 2006; Lanier, 2006). 
Während SYK in Interaktion mit nur teilweise bekannten, nicht-ITAM-haltigen Protei-
nen als Tumorsuppressor agieren kann (Coopman et al., 2000; Mahabeleshwar und 
Kundu, 2003; Li und Sidell, 2005; Chakraborty et al., 2005), ist es in Assoziation mit 
ITAM-tragenden Proteinen an der Tumorgenese beteiligt (Ross et al., 2006), wobei 
die Überexpression bzw. Hochregulation der ITAM-tragenden Proteine wie CEA-
CAM20 von entscheidender Bedeutung sein könnte. 
 
5.2.4 Möglicher Einfluss von CEACAM20 auf Differenzierung, Apoptose und 
Migration 
 
Um den pathogenetischen Mechanismus der Tumorentstehung verstehen zu kön-
nen, ist es von großem Interesse zu wissen, was genau die Folge von Überexpressi-
on oder Hochregulierung von ITAM-tragenden Proteinen wie CEACAM20 ist. Epi-
thelzellen, die ein Protein mit einem viralen ITAM-Motiv exprimieren, zeigen eine epi-
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thelial to mesenchymal transition (EMT), sowie verschiedene Zeichen der Transfor-
mation. Dazu gehören der Verlust der Polarisation in der dreidimensionalen Morpho-
logie, die erhöhte Sensitivität zur Apoptose, ausgelöst durch TRAIL (TNF-related  
apoptosis-inducing ligand) oder TNFα, und die Herunterregulierung von E-Cadherin 
und Zytokeratin-18 (Scholle et al., 2000; Morrison et al., 2003; Katz et al., 2005). 
Diese Eigenschaften sind abhängig von einem intakten ITAM-Motiv und konnten 
auch für die Expression eines nicht-viralen ITAM-Motivs in Epithelzellen nachgewie-
sen werden (Grande et al., 2006). Veränderungen der Morphologie, die mit Trans-
formation assoziiert sind, können durch pharmakologische Hemmung von SRC oder 
SYK verhindert werden (Grande et al., 2006). Dies ist ein wichtiger Hinweis auf die 
Beteiligung dieser Kinasen an der von den ITAM-tragenden Proteinen ausgelösten 
Signalkaskade, wie sie in dieser Arbeit bereits zum Teil für CEACAM20 gezeigt wer-
den konnte. In Anbetracht dessen könnte CEACAM20 eine entscheidende Rolle am 
Transformationsprozess von Epithelzellen spielen. Außerdem könnte CEACAM20 
aufgrund seines ITAM-Motivs und der nachgewiesenen Interaktion mit SYK an der 
Migration von Epithelzellen beteiligt sein, wie es für das LMP2A-Protein des Epstein-
Barr-Virus beschrieben ist (Lu et al., 2006), und so in Tumoren epithelialen Ur-
sprungs zur Metastasierung beitragen.  
 
5.2.5 Mögliche Funktion von CEACAM20 im Kolonkarzinom 
 
Da CEACAM20 in Seren einzelner Patienten mit Kolonkarzinom mittels eines CEA-
CAM20-spezifischen Sandwich-ELISAs nachgewiesen werden konnte (Schleer, Ge-
novac, Freiburg, persönliche Mitteilung), wurde CEACAM20-mRNA mittels RT-PCR 
von verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien analysiert. In allen Zelllinien konnte 
CEACAM20-mRNA nachgewiesen werden (Kapitel 4.7). Da CEACAM20 möglicher-
weise an der Tumorentstehung aufgrund seines ITAM-Motivs beteiligt ist, liegt die 
Vermutung nahe, dass es bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms eine Rolle 
spielen kann. Wie Morrison und Raab-Traub zeigen konnten, ist das ITAM von 
LMP2A des Epstein-Barr-Virus an der Hemmung der Differenzierung von Epithelzel-
len sowie der Aktivierung des β-Catenin-Signalweges beteiligt (Morrison und Raab-
Traub, 2005). Es kommt zu einer Akkumulation von β-Catenin im Zellkern nach Akti-
vierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweges. Ebenso konnte ge-
zeigt werden, dass der WNT-Signalweg, insbesondere β-Catenin, für die Karzinoge-
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nese des Mammakarzinoms durch MMTV wichtig ist (Theodorou et al., 2007). β-
Catenin ist als Onkoprotein bekannt und aktiviert eine vermehrte Expression von Ge-
nen wie beispielsweise c-myc und CCND1 (Cyclin D1), die zu einer Verstärkung von 
Zellzyklusprogression und Zellproliferation führen können (Shtutman et al., 1999; 
Tetsu und McCormick, 1999; Wong und Pignatelli, 2002; Giles et al., 2003; Polakis, 
2007). Bereits vor über 10 Jahren konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des 
β-Catenin-Signalweges bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms eine ent-
scheidende Rolle spielt (Kinzler und Vogelstein, 1996). Die Überexpression von β-
Catenin führt zur Bildung von adenomatösen Polypen, die primär als nicht maligne 
angesehen werden, da sie nicht infiltrativ wachsen und keine Metastasierung verur-
sachen. Doch kann es zur Entartung solcher Adenome kommen. Annähernd 95% 
aller kolorektalen Karzinome entstehen aus Adenomen. Somit stellt β-Catenin ein 
Schlüsselmolekül bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms dar (Bienz und 
Clevers, 2000; Kolligs et al., 2002). Analog zu LMP2A des Epstein-Barr-Virus könnte 
CEACAM20 mit seinem zytoplasmatischen ITAM zu einer Aktivierung des β-Catenin-
Signalweges beitragen und somit an der Entstehung des kolorektalen Karzinoms 
maßgeblich beteiligt sein. Wie in Kapitel 1.4.2 erwähnt ist, sind die CEA-
Familienmitglieder CEACAM1 und CEACAM7 im kolorektalen Karzinom herunterre-
guliert, während CEACAM6, das das Überleben sich aus dem epithelialen Gewebe-
verband lösender Zellen fördert, stark überexprimiert ist (Thompson et al., 1997; 
Koops et al., 1998; Schölzel et al., 2000; Ilantzis et al., 2002; Blumenthal et al., 
2007). Vielleicht gibt es ein Zusammenspiel von CEACAM20 und CEACAM6 bei der 
Entstehung des Karzinoms des Dickdarms. CEACAM1, das bereits bei sporadischen 
kolorektalen Adenomen vermindert exprimiert ist, könnte mit seinem zytoplasmati-
schen ITIM als Gegenspieler fungieren  (Nollau et al., 1997). Es ist bekannt, dass 
zelluläre Aktivierung durch ITAM-tragende Rezeptoren oft unter der Kontrolle von 
ITIM-tragenden Rezeptoren stehen (Underhill und Goodridge, 2007). Signaltransduk-
tion durch einen multimolekularen Komplex aus Mitgliedern der CEA-Familie könnte 
durch die relative Stöchiometrie der einzelnen Komponenten reguliert werden. Somit 
könnte es bei einem Überwiegen der aktivierenden Komponente des ITAMs von 




5.2.6 Funktionen von ITAM-Motiven in der CEA-Familie, mögliche Übertragung 
auf CEACAM20 
 
Wie bereits in Kapitel 1.4.2 erwähnt, zeigen weitere Mitglieder der CEA-Familie im 
zytoplasmatischen Bereich so genannte ITAM- oder ITIM-Motive. Im Folgenden sol-
len die Funktionen der ITIM- und ITAM-tragenden Proteine näher betrachtet werden, 
um daraus mögliche Funktionen von CEACAM20 abzuleiten. 
Bei CEACAM1 liegt die Besonderheit vor, dass die Isoformen mit beziehungsweise 
ohne ITIM parallel in einer Zellpopulation vorliegen und je nach Verhältnis zueinan-
der, das von Herkunft und Funktionszustand der Zelle abhängt, die aktivierende oder 
inhibierende Wirkung überwiegt (Kammerer et al., 1998; Singer et al., 2000). Außer-
dem ist bekannt, dass CEACAM1 in zahlreichen Tumoren herunterreguliert ist (Ku-
nath et al., 1995; Hsieh et al., 1995; Kammerer et al., 2004).  Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Isoform von CEACAM1, die das funktionelle ITIM enthält und etwa 15-
20% aller Isoformen von CEACAM1 in einer Zelle ausmacht, das Zellwachstum von 
Kolonkarzinomzelllinien reduzieren, die Fähigkeit zur Koloniebildung vermindern und 
die Tumorformation verhindern kann (Kunath et al., 1995; Turbide et al., 1997). Das 
ITIM-Motiv beinhaltet zwei Tyrosine, die durch LYN und HCK, zwei Mitglieder aus der 
SRC-Familie, phosphoryliert werden, jedoch nicht durch YES, FYN, SRC oder SYK 
(Skubitz et al., 1995). Im Gegensatz dazu konnte eine Assoziation zwischen CEA-
CAM1 und pp60c-SRC (c-SRC), dem zellulären Homolog des viralen Onkogens v-
SRC, das in zahlreichen Tumoren aktiviert ist, nachgewiesen werden (Brümmer et 
al., 1995; Masaki et al., 2003; Dehm und Bonham, 2004). Dass CEACAM1 über sein 
ITIM eine wichtige Rolle in der Aktivierung verschiedener Signalkaskaden spielt, 
zeigt außerdem die Assoziation mit den Proteintyrosinphosphatasen SHP-1 und 
SHP-2, die durch Dephosphorylierung zu inhibitorischen Signalen führen (Beauche-
min et al., 1997; Huber et al., 1999; Chen et al., 2001).  
Ein Beispiel aus der CEA-Familie mit einem zytoplasmatischen ITAM-verwandten 
Motiv ist CEACAM3. CEACAM3 wird ausschließlich auf humanen Granulozyten 
exprimiert (Nagel et al., 1993) und konnte als wichtiger Rezeptor für die Opsonin-
unabhängige Phagozytose und Bakterienelimination identifiziert werden (Schmitter et 
al., 2004). Durch Bindung des Opa-Proteins eines Bakteriums, vor allem Neisseria 
species, an CEACAM3 kommt es zur Tyrosinphosphorylierung des ITAMs durch ak-
tive Proteintyrosinkinasen aus der SRC-Familie, vor allem durch HCK und FGR (Mc-
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Caw et al., 2003; Schmitter et al., 2004; Schmitter et al., 2007). An die phosphorylier-
ten Tyrosine des ITAMs kann nun der guanine-nucleotide exchange factor (GEF) 
VAV über seine SH2-Domänen binden und die GTPase RAC aktivieren (Schmitter et 
al., 2007). In einem transfizierten Hühner-B-Zell-Modell (DT40) sind die Phagozytose 
des Bakteriums sowie ein intrazellulärer Kalziumfluss abhängig von der Aktivität der 
Kinase SYK und der Phospholipase C (Chen et al., 2001). In anderen Zelltypen er-
fordert die CEACAM3-abhängige Elimination von Bakterien kein SYK (Billker et al., 
2002; McCaw et al., 2003; Schmitter et al., 2004). Eine genaue Analyse der Beteili-
gung von SYK zeigt, dass SYK zusammen mit der PI3K (Booth et al., 2003) bei der 
Internalisierung von Partikeln in einer Größe von 5,6 µm erforderlich ist, jedoch nicht 
bei Partikeln in der Größenordnung von beispielsweise Neisserien. Die SYK-
vermittelte Internalisierung, die von einem phosphorylierten ITAM abhängig ist, kann 
die Effizienz der Internalisierung von Partikeln erhöhen, wenn die Dichte an CEA-
CAM3-bindendem Liganden (Opa-Protein) an der Oberfläche unterhalb eines 
Schwellenwertes liegt, und nimmt eine Schlüsselrolle in der CEACAM3-abhängigen 
Elimination von Bakterien durch humane Granulozyten ein (Sarantis und Gray-Owen, 
2007). Überträgt man diese Erkenntnisse auf das verwandte Molekül CEACAM20, 
sollte VAV als möglicher Partner von CEACAM20 in Erwägung gezogen werden. Zu 
berücksichtigen ist dabei allerdings, dass das ITAM-Motiv in CEACAM3 von der 
Konsensus-ITAM-Motivsequenz abweicht, da es ein Methionin anstatt eines Leucins 
bzw. Isoleucins aufweist (YxxLx7YxxM). 
 
5.3 Mögliche Verwendung von CEACAM20 für Diagnose, Prognose und Thera-
pie von Tumoren 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über CEACAM20 stärken 
die  Hypothese, dass CEACAM20 eine Rolle bei der Karzinogenese spielen könnte. 
Jedoch konnte nicht eindeutig gezeigt werden, dass es im Zusammenhang mit der 
Entstehung des Prostatakarzinoms steht. Dafür weisen erste Ergebnisse auf eine 
funktionelle Beteiligung bei der Ausbildung des kolorektalen Karzinoms hin. Es wäre 
daher von großem Interesse, CEACAM20 auf Proteinebene in Biopsien oder Gewe-
beschnitten von Patienten mit Kolonkarzinom nachzuweisen. Dazu könnten die in 
dieser Arbeit verwendeten Methoden Immunhistologie und Western Blot dienen. Des 
Weiteren könnte bei Schwierigkeiten des Nachweises im Western Blot eine Im-
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munpräzipitation von CEACAM20 hilfreich sein. Auch weitere Adenokarzinome des 
Menschen (Brust und Magen) sollten sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene auf 
die Expression von CEACAM20 untersucht werden, da bei der Maus bereits eine 
Überexpression von CEACAM20 in diesen Geweben gezeigt werden konnte. Eine 
weitere Möglichkeit zur Analyse der Expression auf RNA-Ebene wäre die in-situ-
Hybridisierung. Dadurch könnte ebenfalls die genaue Lokalisation von CEACAM20 
im Gewebe untersucht werden. Als weiterer Schwerpunkt sollte die intrazelluläre 
Signaltransduktion von CEACAM20 weiter analysiert werden, vor allem der Ablauf 
der intrazellulären Kaskade mit Aktivierung verschiedener Signalwege. Die Aufklä-
rung dieser Mechanismen ist für das Verständnis der Funktion von ITAM-tragenden 
Proteinen bei der Entstehung von epithelialen Tumoren sowie für einen möglichen 
therapeutischen Ansatz von zentraler Bedeutung. Weitere Funktionsanalysen wie 
Aktivierung von CEACAM20 durch Antikörper-Quervernetzung sowie der Einfluss 
von CEACAM20 bei Überexpression auf das Überleben, Wachstumsverhalten sowie 
eine mögliche Transformation von Epithelzellen sollten im Blickpunkt stehen. Durch 
Gewinnung dieser Erkenntnisse könnten die antikörper-basierte Immuntherapie oder 
eine pharmakologische Intervention der Signalmechanismen von CEACAM20 wichti-
ge neue Möglichkeiten bei der Therapie des kolorektalen Karzinoms oder anderen 
Adenokarzinomen wie beispielsweise Magen- oder Brusttumoren darstellen. Sollte 
sich CEACAM20 als Serumparameter des kolorektalen Karzinoms bewahrheiten, 
könnte CEACAM20 zur Diagnosefindung beitragen oder, wie das verwandte CEA, 
einen Verlaufs- und Prognoseparameter darstellen.  
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6. Zusammenfassung 
 
Bis heute steht uns keine effektive Therapie für die Behandlung von Patienten mit 
hormon-unabhängig wachsendem Prostatakarzinom zur Verfügung. Daher sind se-
lektiv exprimierte transmembranäre Proteine, die funktionell am Wachstum des Tu-
mors beteiligt sind, von großem Interesse für eine antikörper-basierte Immuntherapie. 
CEACAM20 wurde als mögliches Zielantigen für eine solche Immuntherapie identifi-
ziert. Es wurde auf RNA-Ebene in Prostatakarzinomzelllinien und Prostatagewebe-
proben nachgewiesen. Außerdem wurde es in Dünndarm und Dickdarm sowie in ge-
ringerem Maße in weiteren Geweben gefunden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten 
vier unterschiedlichen CEACAM20-Spleißvarianten identifiziert und ihre differentielle 
Expression in verschiedenen Geweben gezeigt werden. Als Besonderheit weist 
CEACAM20 eine immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)-
Konsensussequenz in seiner zytoplasmatischen Domäne auf. ITAM-tragende virale 
Proteine besitzen wachstumsstimulierende Eigenschaften, wie nicht nur für hämato-
poetische Zellen, sondern auch für nicht-hämatopoetische Zellen wie Endothel- und 
Epithelzellen gezeigt werden konnte. Interessanterweise reicht die Überexpression 
von nicht-viralen ITAM-tragenden Proteinen aus, Zellen zu transformieren. In dieser 
Arbeit wurde die Phosphorylierbarkeit von CEACAM20 in Gegenwart eines Phospha-
tasehemmers durch Immunpräzipitation und Western Blot nachgewiesen. Außerdem 
konnte auf diese Weise eine Interaktion zwischen CEACAM20 und SYK, einem cha-
rakteristischen Element der ITAM-vermittelten Signaltransduktion, gezeigt werden. 
Des Weiteren wurden poly- und monoklonale Antikörper gegen CEACAM20, die 
durch genetische Immunisierung generiert wurden, zur Funktions- und Lokalisations-
analyse von CEACAM20 charakterisiert. Es wurde das Expressionsmuster in norma-
lem Dünndarmgewebe sowie normalem Prostata- und Prostatakarzinomgewebe un-
tersucht. CEACAM20 scheint in der apikalen Region von Epithelzellen des Dünn-
darms und der Prostata, jedoch nicht in Prostatakarzinomzellen exprimiert zu wer-
den. Das Ergebnis, dass CEACAM20 in allen untersuchten Kolonkarzinomzelllinien 
auf RNA-Ebene zu finden ist, lässt die Vermutung zu, dass es an der Entstehung des 
kolorektalen Karzinoms beteiligt ist. Hierzu sollten weitere Analysen folgen, um 
CEACAM20 als mögliche Zielstruktur für Immuntherapie oder niedermolekulare Me-
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ADCC Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität (antibody dependent cellular 
cytotoxicity) 
Ak Antikörper 
BGP Biliäres Glykoprotein (biliary glycoprotein) 
Bp Basepaare 
°C Grad Celsius 
C Cytosin 
C20 CEACAM20 
CDC Komplement-vermittelte Zytotoxizität (complement dependent cytotoxic-
ity) 
cDNA komplementäre DNA (complementary DNA) 
CEA Karzinoembryonales Antigen (carcinoembryonic antigen) 
CEACAM CEA-verwandtes Zelladhäsionsmolekül (CEA-related cell-adhesion mo-
lecule) 
CELISA cell based enzyme-linked immuno sorbent assay 
CMV Cytomegalievirus 
Cp Crossing point 
Cyt zytoplasmatisch 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
(d)NTP 2´-(Desoxy)Ribonukleosid 5´-triphosphat 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EpCAM Epitheliales Zelladhäsionsmolekül 
et al. und andere 
FACS Durchflusszytometer (fluorescence activated cell scan) 




GFP Green fluorescence protein 
GPI-Anker Glykosylphosphatidylinositol-Anker 
h Stunde 
HAMA humane Anti-Maus-Antikörper 
Hsa Mensch (Homo sapiens) 
HHV Humanes Herpesvirus (humane herpes virus) 





konstante (constant) Immunglobulindomäne 
IgV-
Domäne 
variable (variable) Immunglobulindomäne 
IL Interleukin 
IP Immunpräzipitation 
ITAM auf der Aminosäure Tyrosin basierendes aktivierendes Motiv des Im-
munrezeptors (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) 
ITIM Auf der Aminosäure Tyrosin basierendes inhibitorisches Motiv des Im-
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L Signalpeptid (leader) 
LMP2A Latentes Membranprotein 2A (latent membrane protein 2A) 
M Molar 
MACS Magnetic cell sorting 
mg Milligramm 




Mmu Maus (Mus musculus) 
MMTV Brusttumorvirus der Maus (mouse mammary tumor virus) 




NF-κB nuclear factor-κB 
ng Nanogramm 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PE Phycoerythrin 
PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PSA Prostata-spezifisches Antigen (prostate specific antigen) 
PSG Schwangerschaftsspezifisches Glykoprotein (pregnancy specific gly-
coprotein) 
PTK Proteintyrosinkinase 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
RNAse Ribonuklease 
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT Reverse Transkription (reverse transcription) 
s Sekunde 
SAP single amino acid polymorphism 
SNP single nucleotide polymorphism 
SV 40 Simian Virus 40 
SYK Spleen tyrosine kinase 
T Thymin 
TAE Tris-Acetat/EDTA 
Taq Thermus aquaticus 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNM Stadieneinteilungssystem von malignen Tumoren (Tumor, Nodes, Me-
tastasen) 
UspA1 Weit verbreitetes Oberflächenmolekül A1 (ubiquitous surface protein A1) 
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